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RESUMO

Avaliacao da toxicidade ao trato digestério e glandulas anexas mediante a
exposi¢ao subcroénica inalatéria e oral do agrotéxico glifosato em ratos

Introdugao: Apesar dos estudos realizados pela industria sugerirem que o glifosato
€ pouco toxico para as espécies nao alvo, pesquisas recentes colocam em duvida a
seguranga do composto para a saude de outras espécies. Objetivo: Avaliar as
alteracdes histologicas, citologicas e morfométricas do sistema digestorio e
glandulas anexas, causadas pela exposi¢ao subcrdnica por via oral e inalatéria ao
agrotoxico glifosato em ratos. Material e métodos: Para a realizagdo dos
experimentos, foram utilizados 88 ratos Wistar albinos, machos e fémeas, adultos,
distribuidos em nove grupos com dez animais cada (5 machos e 5 fémeas), com
excecgao do grupo controle positivo, formado por 8 machos que receberam 50 mg/kg
apds 24h de experimento. Grupo Controle Inalatério, expostos a nebulizagdo com
solugéo de cloreto de sédio (NaCl) por aproximadamente 15 minutos, diariamente;
Grupo Controle Oral, receberam ragao nebulizada com solugdo de NaCl por
aproximadamente 15 minutos; Grupo de Baixa Concentracdo Inalatério, expostos a
nebulizacdo ao agrotéxico com 3,71 x 10 gramas de ingrediente ativo por hectare
(g.i.a/ha), durante 15 minutos, diariamente; Grupo de Baixa Concentracdo Oral,
receberam ragdo nebulizada com o agrotéxico com 3,71 x 10° gramas de
ingrediente ativo por hectare (g.i.a/ha) por aproximadamente 15 minutos; Grupo de
Média Concentragéo Inalatorio, expostos a nebulizagdo ao agrotoxico com 6,19 x 10
% gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a/ha), durante 15 minutos, diariamente;
Grupo de Média Concentragao Oral, receberam ragdo nebulizada com o agrotdxico
com 6,19 x 10° gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a’ha), por
aproximadamente 15 minutos; Grupo de Alta Concentracdo Inalatorio, expostos a
nebulizacdo ao agrotéxico com 9,28 x 10 gramas de ingrediente ativo por hectare
(g.i.a/ha), durante 15 minutos, diariamente; Grupo de Alta Concentracdo Oral,
receberam ragdo nebulizada com o agrotéxico com 9,28 x 10° gramas de
ingrediente ativo por hectare (g.i.a/ha), por aproximadamente 15 minutos. Foram
coletados: sangue para realizacdo de provas de fungdo hepatica e renal e
fragmentos de boca, figado, rim, bago, pancreas e es6fago, estdbmago e intestino
delgado e grosso para analise histopatoldgica. As células da medula 6ssea do fémur
foram coletadas para o teste do micronucleo. Resultados: Houve a predominancia
de cariomegalia em fémeas, na cavidade bucal. Na lingua houve congestéo,
inflamagdo, aumento do numero de mastdcitos e do numero de regides
organizadoras de nucléolos nos grupos expostos ao glifosato, independente do sexo
dos animais (p<0,05). Todos os animais expostos a alta concentragdo apresentaram
displasia no es6fago. Na analise do intestino grosso, 80% dos animais do grupo
exposto a média concentragdo inalatéria e 88% dos animais do grupo exposto a
meédia concentragdo oral e do grupo exposto a alta concentragdo inalatoria,
apresentaram displasia leve da mucosa, enquanto a displasia moderada foi
observada em 22% dos animais do grupo exposto a alta concentragéo inalatoria e
em 100% do grupo exposto a alta concentragao oral. No intestino delgado, displasia
leve foi observada em 50% dos animais do grupo exposto a média concentragao
inalatoria, 90% dos animais do grupo exposto a alta concentragdo inalatéria e em
100% dos animais dos grupos expostos a média e alta concentragédo oral. Houve
maior aumento de micronucleos em fémeas expostas a baixa concentracio oral e



machos expostos a alta concentragao inalatéria. As fémeas do grupo exposto a alta
concentracao oral apresentaram as maiores concentragdes de AST, ALT, creatinina
e ureia (p < 0,05). Esteatose hepatica foi observada em todos os animais expostos a
meédia e alta concentragdo de glifosato (p < 0,05). Todos os expostos ao glifosato
apresentaram alteracao tubular. Necrose tubular foi mais incidente nos animais do
grupo exposto a alta concentracdo oral. A contagem de NORs (regides
organizadoras de nucléolos) no figado e no rim, foi mais elevada nos animais
expostos a altas concentragdes de glifosato (p < 0,05). Nao foram encontradas
alteragcdes no estbmago, bago e pancreas em nenhum dos grupos estudados.
Conclusado: O glifosato estimula processo inflamatério no trato digestorio, pode
provocar alergias bucais (principalmente nas fémeas), lesbes displasicas no eséfago
e intestino delgado e grosso e tem potencial genotoxico, caracterizado pelo aumento
de micronucleos nos animais expostos. Em geral, a via oral provoca mais alteragdes
no trato digestério que a via inalatoria. Exposigéo a altas concentragdes de glifosato,
principalmente por via oral, causa maior dano hepatico e renal, principalmente as
fémeas.

Palavras-chave: glifosato, sistema digestorio, exposicao ambiental, genotoxicidade,
carcinogenicidade.



ABSTRACT

Evaluation of toxicity to the digestive tract and adnexal glands by means of
subchronic inhalation and oral exposure of the herbicide glyphosate in rats

Introduction: Although studies carried out by the industry suggest that glyphosate is
not very toxic for non-target species, but recent research has put into question the
safety of the compound for the health of other species. Objective: To evaluate the
histological, cytological and morphometric changes of the digestive system and
attached glands, caused by subchronic oral and inhalation exposure to the herbicide
glyphosate in rats. Material and methods: For the experiments, 88 adult male and
female albino Wistar rats were used, distributed in nine groups with ten animals each
(5 males and 5 females), with the exception of the positive control group, formed by 8
males that received 50 mg / kg after 24h of experiment.: Inhalation Control Group,
exposed to nebulization with chloride solution sodium (NaCl) for approximately 15
minutes, daily; Oral Control Group, received nebulized feed with NaCl solution for
approximately 15 minutes; Low Concentration Inhalation Group, exposed to
nebulization to the herbicide with 3.71 x 10-3 grams of active ingredient per hectare
(g.i.a / ha), for 15 minutes, daily; Low Oral Concentration Group, received nebulized
feed with the herbicide with 3.71 x 10-3 grams of active ingredient per hectare (g.i.a /
ha) for approximately 15 minutes; Medium Concentration Inhalation Group, exposed
to nebulization to the herbicide with 6.19 x 10-3 grams of active ingredient per
hectare (g.i.a / ha), for 15 minutes, daily; Medium Oral Concentration Group, received
nebulized feed with the herbicide with 6.19 x 10-3 grams of active ingredient per
hectare (g.i.a / ha), for approximately 15 minutes; High Concentration Inhalation
Group, exposed to nebulization to the herbicide with 9.28 x 10-3 grams of active
ingredient per hectare (g.i.a / ha), for 15 minutes, daily; High Oral Concentration
Group, received food nebulized with the herbicide with 9.28 x 10-3 grams of active
ingredient per hectare (g.i.a / ha), for approximately 15 minutes. Blood was collected
for liver and kidney function tests and fragments of the mouth, liver, kidney, spleen,
pancreas and esophagus, stomach and small and large intestine for histopathological
analysis. Femoral bone marrow cells were collected for the micronucleus test.
Results: There was a predominance of karyomegaly in females, in the oral cavity. In
the tongue there was congestion, inflammation, an increase in the number of mast
cells and the number of nucleolus organizing regions in the groups exposed to
glyphosate, regardless of the sex of the animals (p <0.05). All animals exposed to
high concentration showed dysplasia in the esophagus. In the analysis of the large
intestine, 80% of the animals in the group exposed to medium inhalation
concentration and 88% of the animals in the group exposed to medium oral
concentration and in the group exposed to high inhalation concentration, presented
mild mucosal dysplasia, while moderate dysplasia was observed in 22% of the
animals in the group exposed to high inhalation concentration and in 100% of the
group exposed to high oral concentration. In the small intestine, mild dysplasia was
observed in 50% of the animals in the group exposed to medium inhalation
concentration, 90% of the animals in the group exposed to high inhalation
concentration and in 100% of animals in the groups exposed to medium and high
oral concentration. There was a greater increase in micronuclei in females exposed
to low oral concentration and males exposed to high inhalation concentration.
Females in the group exposed to high oral concentration had the highest
concentrations of AST, ALT, creatinine and urea (p <0.05). Liver steatosis was



observed in all animals exposed to medium and high glyphosate concentration (p
<0.05). All those exposed to glyphosate showed tubular changes. Tubular necrosis
was more prevalent in animals in the group exposed to high oral concentration. The
count of NORs (nucleus organizing regions), in the liver and kidney, was higher in
animals exposed to high concentrations of glyphosate (p <0.05). No changes were
found in the stomach, spleen and pancreas in any of the groups studied.
Conclusion: Glyphosate stimulates an inflammatory process in the digestive tract,
can cause oral allergies (mainly in females), dysplastic lesions in the esophagus and
small and large intestine and has genotoxic potential, characterized by an increase in
micronuclei in exposed animals. In general, the oral route causes more changes in
the digestive tract than the inhalation route. Exposure to high concentrations of
glyphosate, mainly orally, causes greater liver and kidney damage, especially to
females.

Keywords: glyphosate, digestive system, environmental exposure, genotoxicity,
carcinogenicity.
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1 REVISAO DA LITERATURA

Nas ultimas décadas o mundo passou pelo advento da modernizagao,
avangos na tecnologia para produgdes em largas escalas e esse momento refletiu
diretamente na agricultura, sendo acompanhada pelo uso intenso de agroquimicos.
Os agrotoxico sao utilizados com diferentes finalidades, causando diversas
consequéncias para os seres vivos, como perda de peso, efeitos no sangue e
pancreas e carcinogenicidade em seres humanos (MORIN; STUMM, 2016;
AMARANTE JUNIOR et al., 2002).

Durante a revolugao verde, que aconteceu entre as décadas de 1960 e 1980
houve grandes investimentos em tecnologias e incentivo ao uso de agrotéxico
através de medidas governamentais que ofereceram créditos aos agricultores e
instalagao de empresas internacionais deste setor no pais (MORIN; STUMM, 2016).

Os agrotoxicos sao utilizados por produtores de gado, industrias alimentares,
higiene pessoal e uso doméstico, com o objetivo de combater o desenvolvimento de
ervas daninhas. Além disso, independentemente do tipo de agrotéxico, todos tém
certas caracteristicas, tais como toxicidade, persisténcia, bioacumulacgao,
capacidade de migragao entre outras, que os tornam prejudiciais ou benéficos tanto
para os recursos naturais, como para os homens (FUNDACENTRO, 2020).

O uso de agrotéxicos nas produgdes de larga escala tornou-se indispensavel
para a manutencao da vida e da saude. Uma produgdo em larga escala para evitar
grandes crises econdmica no setor alimentar e consequentemente a fome, traz
consigo muitos danos, como a agressao aos ecossistemas — solo, agua e ar — além
de efeitos a saude da populagdo a meédio e longo prazo (TEIXEIRA; PAULA;
NAPOLITANO, 2019).

Em numeros absolutos, o Brasil € um dos maiores consumidores de
agrotoxicos de mundo e utiliza mais de 500 mil toneladas de agrotoxicos por ano
(IBGE, 2015). Quando € considerado a quantidade de alimento produzido e a area
plantada, entende-se que o volume de veneno aplicado & proporcionalmente menor.
A ocorréncia de um clima tropical durante quase o ano todo e um inverno curto,
favorece a propagacgéo de pragas durante o ano inteiro (Figura 1) (VASCONCELOS,
2018).
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PRINCIPAIS CONSUMIDORES DEFENSIVOS POR AREA AGROQUIMICOS POR PRODUCAO
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Figura 1 - Principais consumidores de agrotoxicos, defensivos por area cultivada e
agroquimicos por producado agricola no mundo. (Pesquisa Fapesp, n. 271, 2018.
USS$: ddlares; ha: hectares; ton: toneladas.)

A regido do Paranapanema abriga a producdo da cana de agucar desde a
década de 70 e desde entdo o estado de S&o Paulo tornou-se emblematico na
agricultura com a expansao dessa monocultura. O incentivo veio do Programa
Nacional do Alcool — PROALCOOL — que levou grandes transformacdes para a
regido. Essas lavouras recebem quantidade muito grande de agrotoxicos durante
toda a produgdo (BARRETO; THOMAZ JUNIOR, 2015).

Legislagao

O uso de agrotdxicos na primeira metade do século XX ocorreu com pouca
ou nenhuma fiscalizagdo ou regulamentagéo publica, com a promessa de aumentar
a produgdo e acabar com a fome no mundo todo (TEIXEIRA; PAULA;
NAPOLITANO, 2019; SOARES et al., 2019). Foi na década de 60 que comegou a
ser questionado quais seriam os maleficios a saude da populacdo que esse uso
descontrolado e excessivo poderia estar causando (SOARES et al., 2019).

No Brasil, em 1989, foi publicada a Lei dos Agrotéxicos (Lei n° 7.802), que
proibiu o registro de agrotdxicos que possuiam caracteristicas teratogénicas,
carcinogénicas ou mutagénicas. Os produtos que possuissem organoclorados em
sua composicao deveriam ser imediatamente avaliados (TEIXEIRA; PAULA;
NAPOLITANO, 2019).
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Em 1996, a portaria n° 84 do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos
Recursos Renovaveis (IBAMA), estabeleceu uma classificagdo de Potencial de
Periculosidade Ambiental (PPA), utilizando diversos parametros, como
bioacumulagdo, persisténcia, transporte, toxicidade, potencial mutagénico,
teratogénico e carcinogénico, divididos em quatro classificagbes: produto altamente
perigoso (1), produto muito perigoso (2), produto perigoso (3) e produto pouco
perigoso (4) (TEIXEIRA; PAULA; NAPOLITANO, 2019). Alguns produtos juntamente
com o Dicloro-Difenil-Tricloroetano, que € um organoclorado, foram permitidos até
2009 em produtos de limpeza. Nesse ano a proibicdo veio a partir da Lei n° 11.936
(TEIXEIRA; PAULA; NAPOLITANO, 2019).

Apods o levantamento de dados cientificos sobre os efeitos do glifosato pela
ANVISA, foi aprovado em fevereiro de 2019 uma consulta publica. Mais de 50% dos
brasileiros votaram pela proibigdo do registro de agrotoxicos com esse composto. A
reavaliacdo desse produto foi registrada desde 2008 e apds 10 anos a ANVISA nao
havia liberado nenhuma alteragao nos registros (BRASIL, 2019).

A ANVISA realiza avaliagbes dos ingredientes ativos que compde os
agrotoxicos desde 2006. Para uma melhor definicdo de seguranga, o glifosato foi
reavaliado em 2020 e foi mantido, ainda com algumas restricbes (ANVISA, 2020).
Mesmo sendo um produto proibido ou parcialmente proibido em mais de 20 paises
(SUSTAINABLE PULSE, 2019), a ANVISA e o Ministério da Saude, por meio da
RDC N° 441de 02 de dezembro de 2020, solicitaram apenas alteragdes na

monografia do ingrediente, como:

‘I - Inclusdo do formaldeido, na concentragdo de 1,0 g/Kg, entre os
contaminantes de importancia toxicolégica para o ingrediente ativo,
mantendo-se o N-nitrosoglifosato na concentragcéo de 0,001 g/Kg;

Il - Inclusdo da definigao de residuos de Glifosato para conformidade com o
Limite Maximo de Residuo (LMR) como Glifosato;

lll - inclusdo da definicdo de residuos de Glifosato para avaliagdo do risco
dietético como a soma de Glifosato e AMPA, expressos como Glifosato;

IV - Inclusdo do Nivel Aceitavel de Exposicdo Ocupacional (Acceptable
Operator Exposure Level - AOEL) de 0,1 mg/kg de peso corpéreo por dia;

V - Inclusdo da Dose de Referéncia Aguda (DRfA) de 0,5 mg/kg de peso
corpéreo; e

VI - Alteracdo da Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) para 0,5 mg/kg de peso
corporeo.” (BRASIL, 2020)
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Agrotoxicos, meio ambiente e saude humana

O uso de agrotéxicos causa impacto muito grande, ndo s6 aos trabalhadores
envolvidos na produgdo, como também aos consumidores. Alguns alimentos
possuem residuos de agrotoxicos acima do nivel permitido pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2014). A contaminacdo por esses quimicos vai muito
além, pois causa desequilibrio ambiental: contamina solos, mananciais, ar, fauna e
flora; e podem causar efeitos por diferentes vias, como inalatéria, dérmica e oral
(FRIEDRICH, 2014; SOARES et al., 2019).

Pessoas que trabalham ou moram proximas as regides de pulverizagao
desses agrotdoxicos estdo ainda mais suscetiveis aos efeitos decorrentes da
exposicao aos agrotoxicos, que podem ser divididos em trés grandes grupos, de
acordo com a frequéncia de exposicdo. A exposi¢cao unica pode causar efeitos
agudos com manifestagdo nas primeiras 24 horas apds o contato com o agrotoxico.
A exposicao repetida em um periodo inferior a trés meses causa efeito subcrdnico.
Os efeitos crénicos decorrem da exposicao repetida em um periodo maior que trés
meses, em geral a doses menores e causam manifestagdes apds semanas, meses
ou anos (FRIEDRICH, 2014).

Em geral, acidentes, tentativas de suicidio e exposicdo através da
pulverizagdo podem causar efeito agudo. Ha também variagdes, como efeitos
subagudos, subcrénicos, quando as exposi¢des ocorrem por dias, semanas ou
meses (FRIEDRICH, 2014).

Os efeitos toxicos dos agrotoxicos tém sido amplamente relatados. Em
adultos com intoxicagdo aguda por agrotoxicos foi observada a presenca de dores
de cabega, tonturas, disturbios gastrointestinais, nauseas, vémitos, constricdo da
pupila, sudorese excessiva, alergias, problemas respiratérios e salivagdo. Em
situagdes mais graves, os sintomas sao fraqueza e contragdo muscular, problemas
enddcrinos, reprodutivos ou neurolégicos, alteracbes na frequéncia cardiaca e
broncoespasmo, surgimento de neoplasias, suicidios, convulsées e coma (MUNOZ
QUEZADA, 2011; SOARES et al., 2019).

Alguns efeitos cronicos de organofosforados e DDT
(diclorodifeniltricloroetano) em trabalhadores agricolas se manifestam como as
deficiéncias: cognitivas, emocionais, motoras e de fung¢des sensoriais. Alguns

estudos mostram os efeitos nocivos sobre alteragbes citogenéticas e reprodutivas,
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efeitos teratogénicos sobre filhos de trabalhadores agricolas, e ocorréncia mais
frequente de cancer na infancia, além de muitos disturbios neurocomportamentais e
efeitos enddcrinos e imunotdxicos em criangas que vivem em ambientes rurais
(MUNOZ QUEZADA, 2011).

Os altos indices de produgao agricola alcangados pelo Brasil demandam o
uso intenso de agrotoxicos de variadas composigdes quimicas. Com a constante
abertura de novas fronteiras, a agricultura intensiva praticada no pais vem batendo
recordes de produgdo que, paralelamente, refletem num crescente volume de
agrotoéxicos comercializados em territério brasileiro. Segundo estatisticas, o Brasil &
0 maior consumidor de agrotoxicos no mundo e o grupo dos agrotoxicos é o mais
comercializado mundialmente. No Brasil, 127 mil toneladas desse grupo foram
comercializadas em 2009, sendo o glifosato e acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
0s mais comercializados oficialmente (MACEDO NETO; FROEHNE; MACHADO,
2012).

O glifosato € um agrotdxico néo seletivo e isso significa que a planta ndo é
capaz de metabolizar esse composto, o0 que faz com que quase a totalidade de
ingredientes utilizados chegue até o solo em sua forma original. Em alguns estudos
foi relatado que o tempo de meia vida de degradagdo do glifosato no solo tem
variagédo entre trés e 142 dias, dependendo do tipo de solo, composi¢do organica,
inorganica, textura, pH, entre outras. Isso faz com que o glifosato permanega no
ambiente até sua completa mineralizacdo e pode levar a contaminagdo de
mananciais e até diminuigdo na produtividade de algumas plantas (TONI et al.,
2006).

Agrotoxico glifosato

O agrotoxico glifosato N-(fosfonometil) glicina (CsHgNOsP), possui massa
molar de 169,1 g/mol e é nao-seletivo, sistémico e pds emergente. Possui alta
eficiéncia no combate de ervas daninhas, perenes, monocotiledbneas e
dicotiledéneas € um dos mais utilizados no mercado mundial, correspondendo a
60% de uso dos agrotéxicos da mesma classe. E um sal isopropilaménio e pode ser
produzido com sal de aménio ou sddio. Em temperatura ambiente € muito soluvel
em agua, sendo vendido em concentra¢des de 48% (m/v) (AMARANTE JUNIOR et
al., 2002; SILVA, 2014).
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O glifosato € composto por diferentes estruturas cristalinas e isso permite o
registro de diversas formulag¢des (patentes). Apesar de possuirem o mesmo principio
ativo, possuem diferengca na estrutura (polimorfismo). Ele atua como inibidor
enzimatico e foi sintetizado pela primeira vez em 1950, por Henri Martin. E o
agrotoxico mais vendido mundialmente, com a venda trés vezes maior que o
segundo colocado — 2,4-D. O controle de 80% da comercializagdo mundial desse
agrotoxico pertence a Monsanto Corporation, com o nome de Roundup. Dentre as
propriedades desse agrotoxicoestdo o dessecamento de pastagens e florestas
(TONI et al, 2006; MESNAGE; ANTONIOU, 2017; TEIXEIRA; PAULA;
NAPOLITANO, 2019).

A inibicdo especifica da enzima 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato (EPSP)
sintase, diminui sintese proteica e desregula a via do chiquimato. Quando o glifosato
inibe a EPSP sintase, o chiquimato (substrato desfosforilado da enzima) acumula-se
em folhas, flores e raizes. Esse acumulo tem sido considerado o efeito primario do
agrotoxico nas plantas, que devido ao amplo espectro ndo discrimina o que esta
sendo cultivado e as pragas, tendo assim o uso limitado apenas em culturas
resistentes a ele (MESNAGE; ANTONIOU, 2017).

Em 1996, as vendas do glifosato aumentaram exponencialmente devido a
introducdo de novas Roundup Ready, que sdo as novas culturas que toleram a
aplicacao do glifosato nas lavouras. Entre elas estdo o milho, a soja, canola,
algodao, agucar, beterraba, entre outras. Nao fazia sentido o uso desse agrotoxico
nos anos anteriores, pois ndo havia contribuicdo de forma positiva (MESNAGE;
ANTONIOU, 2017).

Agrotoéxico Glifosato: Toxicidade

Em 2016, o glifosato encontrava-se na classe toxicolégica IV, sendo
considerado pouco téxico aos seres vivos e, a classe de periculosidade ambiental lll,
sendo um produto perigoso ao meio ambiente (ANVISA, 2016).

Existe controvérsia na literatura sobre os efeitos maléficos que sdo causados
pelo agrotéxico glifosato. As conclusbes as quais chegam os autores podem ser
baseadas em fatos ou interesse; no primeiro caso, os estudos sao baseados em
exposicao e relato de efeitos toxicos relatados abaixo do limite regulamentado; ja no

segundo caso ocorre quando ha influéncia de interesses comerciais, de marketing
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ou ideoldgicos escusos. Isso gera confusao e necessidade de refutar alguns dados
apresentados a fim de esclarecer e melhorar a fiscalizagdo e regulamentagéo sobre
0s riscos de exposicao para os seres humanos (MESNAGE; ANTONIOU, 2017).

A exposigao a este agrotoxico pode ocorrer pelas vias digestiva, dérmica e
mucosa. Em relagdo a toxicocinética, o glifosato € metabolizado principalmente em
AMPA (acido aminometilfosfénico) que aparece no plasma cerca de 3,5 horas apos
a ingestdo. Ambos, glifosato e seu metabdlito, sdo excretados através da urina em
até sete dias. Sobre os mecanismos de toxicidade, ele € um agrotdxico sistémico do
grupo das glicinas substituidas que age sobre o citocromo P-450 alterando a sintese
da membrana celular, tanto em vegetais como em mamiferos (MONSANTO, 2020).

Mecanismos de Acdo, Absorcido e Excre¢ao do Glifosato em Animais de

Laboratorio

Em relatos dos proprios fabricantes do glifosato, apdés a administragéo via
oral de glifosato radiomarcado em dose unica em ratos, houve uma absor¢gao menor
que 40% da dose e menos de 0,3% foi eliminada como gas carbdnico (COz). Em
outros relatos com ratos, com administragdo via oral de glifosato radiomarcado em
dose unica, houve a excregao maior que 97% através da urina e das fezes, sendo
encontrado nas fezes em até 120 dias apds a administragdao. Concluiram que a
eliminacao biliar ndo é significativa (MONSANTO, 2020).

O dlifosato apresenta um grau muito baixo de biotransformag¢do e o unico
metabdlito encontrado na urina e fezes apds a administragdo da dose de glifosato
radiomarcado, com concentragcbes menores que 0.5%, foi o acido
aminometilfosfonico (AMPA). Menos de 1% da dose absorvida foi encontrada nos

tecidos e orgaos, principalmente nos tecidos 6sseos (MONSANTO, 2020).

Efeitos da Exposi¢cao Aguda ao Glifosato

A dose letal mediana (DL50) oral do glifosato € uma concentragdo maior que
5000 mg/kg peso corporal (para ratos fémeas), a DL50 dérmica € uma concentragao
maior que 5000 mg/kg peso corporal (para ratos machos e fémeas) e a

concentragao letal mediana (CL50) inalatoria é maior que 2,17 mg/L (para ratos
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machos e fémeas). Este agrotoxicofoi considerado como um irritante dérmico leve,

altamente irritante para os olhos e sem sensibilizagdo cutdnea (MONSANTO, 2020).

Efeitos da Exposi¢cao Cronica ao Glifosato

Segundo a bula do glifosato, ndo foram relatadas reagdes comportamentais
ou sinais toxicoldgicos relacionados ao uso deste agrotoxico administrado a dieta de
camundongos por 90 dias. Além disso, em exames macroscopicos na necropsia e
as avaliagbes histopatologicas nao foram observadas quaisquer alteragdes
relacionados a administracdo do produto. Um estudo com exposicdo cronica
conduzido com caes nao mostrou efeito adverso em nenhum dos niveis de dosagem
testados (MONSANTO, 2020).

A exposicdo a este agrotdoxico pode gerar alteragdes nos parametros
hepaticos, tais como aumento de fosfatase alcalina, aspartato aminotransferase e
alanina aminotransferase; sendo que a exposig¢ao cronica pode causar disfungao do
figado. Isso ocorre devido ao mecanismo de toxicidade do composto, que aumenta a
permeabilidade da membrana, causando desregularizagdo de ions (COELHO,
2017).

Quando absorvido pelo organismo, através da derme ou por via oral, a
principal forma de excrecédo é a urina, o que pode gerar toxicidade direta aos rins.
Em um estudo realizado por Roman et al. (2009), foram utilizados camundongos,
fémeas, Swiss que foram acasaladas com machos da mesma espécie em seu
periodo reprodutivo. As fémeas foram expostas a doses baixa, média e elevada do
agrotoxico e ao final do experimento foi recolhido material para analise. Segundo o
autor, foram encontradas alteragbes associadas a exposicdo do agrotdxico no
“epitélio do tubulo contorcido proximal e distal, vacuolizagdo citoplasmatica nos
tubulos, homogeneidade entre os tubulos, hemorragias intersticiais e nos glomérulos
e dilatacdo no espaco capsular’. O autor relata que as alteracées foram observadas
durante toda gestacao, proporcionais a dose de agrotéxico a qual os animais foram
expostos (ROMAN et al., 2009).
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Agrotéxico Glifosato: Mutagenicidade, genotoxicidade e cancer

De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EPA
- US), o agrotoxico glifosato possuia evidéncias limitadas de carcinogenicidade em
seres humanos e foi classificado como possivelmente cancerigeno para humanos
(Grupo C) em 1985. Ap6s uma reavaliacdo dos estudos, houve mudanga na
classificagao para evidéncia de ndo cancerigeno em seres humanos (Grupo E) em
1991. Apods isso, o grupo da IARC realizou a avaliagdo e considerou os resultados
significativos do relatério da EPA e varios resultados positivos mais recentes na
conclusdo de que ha suficiente evidéncia de carcinogenicidade em animais
experimentais. O glifosato também causou alteragées no DNA e danos em células
humanas, embora tenha dado resultados negativos em testes usando bactérias. Um
estudo na comunidade relatou aumento de micronucleos no sangue apos a
pulverizagao de glifosato nas proximidades (IARC, 1987).

O agrotéxico glifosato € um dos produtos mais utilizados para pulverizagéao
de lavouras no Brasil e no mundo, além de ser utilizado vastamente na regido do
Paranapanema, que contribui de forma significante na produgéo agricola do Estado
de Sao Paulo. Devido as grandes divergéncias na literatura quanto a importancia do
uso para a producdo agricola e riscos que causam a saude de trabalhadores,
moradores locais e consumidores dos produtos, realizamos um estudo com
exposicao sub-crénica ao glifosato, visando esclarecer os riscos que este pode

trazer a saude.
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RESUMO

O glifosato é o agrotéxico mais vendido do mundo e causa diversos impactos ao
meio ambiente e a saude da populagdo. Devido ao perigo desse composto e 0 uso
indiscriminado, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos ao trato digestorio
mediante exposigao inalatoria e oral subcrénica ao agrotoxico glifosato em ratos.
Seis grupos de ratos Wistar (machos e fémeas) foram expostos a nebulizagdo com
trés concentragbes diferentes de glifosato por via oral e inalatéria durante 75 dias.
Coletaram-se células da medula Ossea, esfregagos da lingua e fragmentos da
lingua, esb6fago, estdmago e intestino para analise histopatologica. Na lingua houve
congestédo, inflamagado, aumento do numero de mastdcitos e do numero de regides
organizadoras de nucléolos nos grupos expostos ao glifosato, independente do sexo
dos animais. Animais dos grupos expostos tanto a via inalatéria, quanto a via oral do
glifosato apresentaram displasia no esbéfago e do intestino delgado e grosso.
Alteragbes gastricas ndo foram observadas. Diante disso, concluimos que a
exposicao ao glifosato estimula o processo inflamatério no trato digestério, pode
provocar alergias bucais, lesdes displasicas no eséfago e intestinos, além de

apresentar um potencial genotdxico.

Palavras-chave: agrotéxico, displasia, genotoxico, intestino, trato digestorio.
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Introducgao

O agrotoxico glifosato [N-(fosfonometil)glicina (C3sHsNOsP)] possui alta
eficiéncia no combate de ervas daninhas, perenes, monocotiledbneas e
dicotiledéneas e é um dos mais utilizados no mercado mundial, correspondendo a
60% do uso dos agrotoxico da mesma classe (Benbrook 2016; Conrad et al. 2017).
O glifosato € uma das substancias ativas mais vendidas para uso doméstico (Conrad
et al. 2017).

O uso frequente desse agrotoxico, tanto para uso doméstico, quanto em
lavouras, resulta na ideia de que os efeitos sdo apenas sobre ervas daninhas, sem
consequéncias para biodiversidade (Chlopecka et al. 2014). Apesar dos estudos
realizados pela industria produtora do glifosato sugerirem que o glifosato é pouco
toxico para as espécies nao alvo, as pesquisas cientificas realizadas com o glifosato
apontam efeitos deletérios a partir das intoxicagcbes e colocam em duvida a
seguranga do composto para a saude de outras espécies. Ha estudos mostrando
que o glifosato causa varias alteragbes morfoldgicas, fisiolégicas e bioquimicas nas
células, inclusive de mamiferos (Chlopecka et al. 2014). O glifosato pode causar
estresse oxidativo no organismo e consequentemente lesar os 6rgéos e favorecer o
surgimento de cancer (Landrigan e Belpoggi. 2018).

Os riscos e danos provocados por agrotoxicos nao atingem apenas o0s
trabalhadores, atingem também a populagdo geral que podem sofrer as
consequéncias pelo consumo diario de alimentos contaminados por agrotéxicos
(EPA 1993). Residuos de glifosato podem ser encontrados nos alimentos, na agua
potavel e no sangue e na urina dos seres humanos (Qiu et al. 2020). Por isso, a
Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos (European Food Safety
Authority - EFSA) determinou que a ingestao diaria aceitavel é de 0,5 mg/ kg / dia e
que o limite para a agua potavel é de 0,1 ug glifosato / L (EFSA 2015).

O sistema digestério € um dos sistemas orgéanicos afetados pela exposi¢cao
aos agrotoxicos. A ocorréncia de gastrite e outros problemas gastrointestinais sao os
mais prevalentes na maioria da populacdo exposta a agrotoxicos. (Landrigan e
Belpoggi 2018).

A partir de tais informagdes da literatura cientifica, hipotetizamos que o

agrotoxico glifosato possa causar alteragdes histolégicas no trato digestorio e que a
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via de exposigao (inalatéria ou oral) e o sexo dos animais possa influenciar nestas
alteracgdes.

Considerando a prevaléncia dos efeitos gastrintestinais nas populagdes
expostas a agrotoxicos, o objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos causados pela
exposicao subcrénica oral e inalatéria ao agrotdxico glifosato para o trato digestorio,

utilizando doses relevantes a exposi¢cao humana.

Materiais e métodos

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Uso Animal da

Universidade do Oeste Paulista (Protocolo n°® 3792) (Anexo A).

Animais, manutengao e exposig¢ao

Para a realizagado dos experimentos, foram utilizados 88 ratos Wistar albinos,
machos e fémeas, adultos, com peso entre 200-250g, alocados em gaiolas plasticas,
separados por sexo, temperatura média de 22 + 2°C, umidade relativa de 50 + 15%,
com ciclos de 12 horas de claro e escuro (National Research Council 2011).

A exposicdo ao agrotdéxico glifosato foi feita com Glifosato [N-
(phosphonomethyl) glycine] (Roundup Original DI, Monsanto, S&do Paulo, Brasil),
com a seguinte composig¢do: Sal de Di-aménio de N-(phosphonomethyl)glycine
(GLIFOSATO): 445 g/L  (44,5% mlv); Equivalente acido de N-
(phosphonomethyl)glycine (GLIFOSATO): 370 g/L (37,0% m/v); Outros Ingredientes:
751 g/L (75,1% m/v).

Nos grupos controle, a nebulizagéo foi realizada com solugado de cloreto de
sédio (NaCl); nos grupos expostos a baixa concentragdo, a nebulizagdo foi
realizada com 3,71 x 10° gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a/ha) de
glifosato [correspondendo a 27,05 partes por milhdo (ppm)] diluidos em 10mL de
cloreto de sddio. Nos grupos expostos a média concentragdo, a nebulizagdo foi
realizada com 6,19 x 10 g.i.a/ha de glifosato (correspondendo a 45,27ppm) diluidos
em 10mL de cloreto de sodio; e nos grupos expostos a meédia concentragdo, a
nebulizagdo foi realizada com 9,28 x 10 g.i.a/ha (correspondendo a 67,54ppm)
diluidos em 10mL de cloreto de sddio.

As diferentes concentragbes do agrotoxico glifosato de cada grupo foram
baseadas nas diferentes concentragdes utilizadas durante a aplicagéo da lavoura e
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estdo descritas na sua bula do produto. Cada dose foi ajustada para a area da caixa,
para simular a exposi¢do ambiental (ocupacional e de alimentos).

Os animais foram divididos aleatoriamente em oito grupos (machos: n=5/
grupo; fémeas: n=5/ grupo):

e |C - Grupo Controle Inalatério;

e OC - Grupo Controle Oral;

¢ |IL - Grupo de Baixa Concentracao Inalatorio;
e OL - Grupo de Baixa Concentragao Oral;

e IM - Grupo de Média Concentracao Inalatorio;
e OM - Grupo de Média Concentragao Oral;

e |H - Grupo de Alta Concentracao Inalatorio;

e OH - Grupo de Alta Concentragao Oral.

Nos grupos de exposi¢ao inalatoria, todos os animais do mesmo grupo foram
expostos a nebulizagdo simultaneamente e nos grupos expostos por via oral, a
racao foi exposta a nebulizacdo 24h antes de ser oferecida aos animais.

As nebulizagdes foram realizadas sempre no mesmo horario, foram utilizadas
duas caixas de polipropileno (32x 24x 32 cm), cada uma ligada a um nebulizador
ultrassénico (Pulmosonic Star®, Soniclear Ind. Com. Imp. e Exp. Ltda., Sdo Paulo,
Brasil) (Mello et al. 2018) para simular a pulverizagédo das lavouras.

O tempo necessario para nebulizagdo de toda a solucdo foi de 15 minutos,
tanto para os animais quanto para a racdo. Os animais expostos por via inalatoria
foram nebulizados durante cinco dias seguidos na semana, simulando a exposigéao
ocupacional. A racdo dos animais expostos por via oral foi trocada a cada dois dias,
sendo que a nebulizagdo foi realizada um dia antes da racdo ser ofertada aos
animais (Figura 1). Foi ofertado 600g de rag&o por caixa e a ragdo ndo consumida
foi pesada a cada troca. Os animais foram pesados no inicio e no final do
experimento e distribuidos em caixas sem a mistura de sexos, além se serem

separados por grades no momento da nebulizagao.
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Figura 1 - Delineamento experimental do estudo.

Ao final dos 75 dias de experimento, foi realizada anestesia com Tiopental
sédico (Syntec, EUA), na dose de 100 mg/Kg de peso, administrado na cavidade
peritoneal. Os indicativos de morte foram a auséncia de movimentos respiratérios,

batimentos cardiacos e perda dos reflexos (National Research Council 2011).

Analise citopatolégica

ApoOs a eutanasia, foi colhido material com escova citologica - cytobrush
(Medical Burs, Industria e Comércio de Produtos Abrasivos Ltda, Cotia, Sdo Paulo
Brasil) do dorso da lingua. Apos a coleta, o material foi estendido em laminas de
vidro, fixado ao ar e as laminas foram coradas com a coloragdo de Giemsa (Merck
KGaA, Darmstadt, Alemanha) (MacGregor 1987). A analise foi realizada com
microscopio optico comum (NIKON Labophot, Japdo) em um aumento de 400x.
Foram avaliadas as seguintes alteragbes nucleares, contadas em 100 células
epiteliais: micronucleos [segundo os critérios estabelecidos por Tolbert et al. (1992)],

cariomegalia e binucleacao.

Analise histopatoldgica

Posteriormente, foram retirados a lingua, es6fago, estdbmago e intestino
delgado e grosso de cada animal. Os fragmentos retirados foram fixados em formol
tamponado a 10% (Cinética Industria Quimica, S&o Paulo, Brasil) durante 24 horas e
submetidos a processamento histoldégico habitual, com inclusdo em parafina
(Dindmica Reagentes Analiticos, S&o Paulo, Brasil). Cortes seriados de 5y foram
obtidos por micrétomo LEICA RM2265 (Leica Biosystems Nussoch GmbH,
Alemanha) e corados pelo método de hematoxilina-eosina (HE) (Dolles, Sao Paulo,

Brasil).
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Cortes adicionais da lingua foram corados pela coloragéo de azul de toluidina
(Merck, Darmstadt, Alemanha) para identificagdo dos mastécitos. Outras segdes
desparafinizadas da lingua também foram coradas por impregnagao com prata, de
acordo com Ploton et al. (1986), para avaliagdo das NORs (regides organizadoras
de nucléolos).

A analise histopatologica foi cega e realizada por um unico observador
experiente, utilizando-se microscoépio 6ptico comum (NIKON Labophot, Japao). Os
parametros gerais avaliados na lingua, eséfago, estdbmago e intestino delgado e
grosso com seus respectivos escores foram: infiltrado inflamatério intersticial
(ausente, leve, moderada, intensa) e tipo de célula inflamatdéria presente
(polimorfonucleares e/ou monucleares); congestdao tecidual (ausente, leve,
moderada, intensa); necrose tecidual (ausente, presente e focal, presente e difusa);
necrose vascular (ausente, presente); alteragcbes nao neoplasicas da mucosa
(atrofia, hiperplasia e metaplasia: ausente, presente); lesdes displasicas (ausente,
displasia leve, displasia moderada, displasia severa) e presenca de lesdes
neoplasicas benignas e malignas (ausente, benigna, maligna) (Pegoraro et al.
2018).

Também foram analisados especificamente, os seguintes parametros:

e Lingua: presenca de hiperceratose (definida como o aumento da
camada cérnea) (ausente, leve, moderada, acentuada), presengca de
paraceratose (definida como um processo anormal de maturagdo de
células epiteliais, onde ocorre a retencdo de nucleos na camada
cérnea) (ausente, focal, difusa) (Martelli et al. 2014);

e EsobOfago: presenca de hiperceratose (ausente, leve, moderada,
acentuada), presenga de paraceratose (ausente, focal, difusa) (Nai et
al. 2015);

e Intestino: hiperplasia linféide (ausente, presente) (Pegoraro et al.
2018).

Analise histomorfométrica da lingua
Foram realizadas as seguintes analises histomorfométricas na lingua:
e Medidas da espessura do epitélio da lingua, realizadas em duas areas
da regido dorsal e em duas do ventre (Martelli et al. 2014);
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e Contagem de mastécitos, em 10 campos de grande aumento (CGA),
correspondendo & cerca de 1mm? (Parizi et al. 2010);
e Contagem de NORs, em 10 células/CGA, num total de 100 células por

animal e por area (dorso e ventre) (Ploton et al. 1986).

As medidas de espessura do epitélio da lingua foram realizadas utilizando-se
o software ImageJ®, do National Institute of Health (NIH) dos Estados Unidos,

disponivel gratuitamente na internet (http:/rsbweb.nih.govi/ij/).

Teste do microntuicleo em células da medula 6ssea

Um nono grupo foi estabelecido como grupo controle positivo para o teste de
micronucleo na medula 6ssea: PC - Grupo Controle Positivo (machos: n=8):
ciclofosfamida em dose unica subcutanea (50mg/kg) no primeiro dia do experimento
(MacGregor 1987).

A medula 6ssea de um dos fémures foi utilizada para o teste do micronucleo.
As células da medula 6ssea foram coletadas dos fémures em 3ml de soro fisioldgico.
ApoOs ressuspensdo, o material foi centrifugado por 5 minutos, a 1000rpm. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 0,5ml de soro
fisiologico. Os esfregagos foram realizados por extensao de gotas desta suspenséao
em uma lamina. Os esfregagos foram secos ao ar e posteriormente corados pelo
corante de Giemsa (Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha). Foram preparadas duas
laminas com esfregacgo por animal (MacGregor 1987).

Dois mil eritrécitos policromaticos por animal foram contados no aumento de
400x para determinagdo do numero de micronucleos (MacGregor 1987). Foram
considerados micronucleos as estruturas que apresentaram um halo circundante
sugestivo de membrana, menores que um tergco do didmetro do nucleo associado,
intensidade de coloracdo semelhante ao nucleo e mesmo plano focal a microscopia
(Tolbert et al. 1992).

Analise estatistica

Variaveis expressas como escores foram consideradas ndo paramétricas. As
variaveis continuas foram submetidas ao teste de Shapiro-Wilk para validar o
pressuposto de normalidade dos dados, pelo qual se observou auséncia de

normalidade. Variaveis ndo paramétricas foram comparadas entre sexos pelo teste
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de Mann-Whitney e entre grupos pelo teste de Kruskall-Wallis com contraste pelo
método de Dunn. Todas as analises foram conduzidas no Programa R,

considerando-se 5% de nivel de significancia (R Development Core Team 2019).

Resultados

Uma fémea do grupo OC foi a 6bito durante o estudo devido a infeccéo do

conduto auditivo.

Peso dos animais
O peso inicial e final dos animais n&o diferiu entre expostos e nao expostos (p

= 0,29) e entre vias de exposigao ao glifosato (p > 0,05).

Ingestao da ragao

A quantidade de ingesta da racdo n&o diferiu entre grupos avaliados (p =
0,703).

Boca
Analise citopatolégica

N&o foram observadas células micronucleadas nos esfregagos bucais dos
animais avaliados. Uma fémea do grupo exposta a média concentracéo do glifosato
por via oral apresentou células binucleadas (Figura 1).

Cariomegalia foi a alteragdo nuclear predominante nas fémeas expostas ao
glifosato (p < 0,05) (Figura 1). Detectou-se diferengas entre os grupos OM x (OL,
OH) (p = 0.0080) e entre IL x (IC, IM, IH) (p <0,05) (Figura 2).
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Figura 2 - Esfregacos citologicos da mucosa da lingua. A - Célula escamosa normal
(seta) (animal fémea do grupo IC) (aumento de 200x). B — Célula binucleada (seta)
(animal fémea do grupo OM). C - Células com cariomegalia (seta) (animal fémea do
grupo OM). Coloragao de Giemsa. Em A, aumento de 200x — barra de escala: 100
pm; em B e C: aumento de 400x — barra de escala: 50 pym.

5 4 [ female
Hmale
4 -
L]
E
=3 -
m
[T
o
521
E
=
c
1 B
u L L L I I I ¥ 1
IC ocC IL oL M oM IH OH



34

Figura 3 - Incidéncia de cariomegalia aos esfregagos bucais por grupo de estudo e

sexo dos animais (n=79). IC: Controle inalatério; OC: Controle oral; IL: Baixa concentragéo
inalatério de glifosato; OL: Baixa concentragéo oral de glifosato; IM: Média concentragao inalatério de
glifosato; OM: Média concentragéo oral de glifosato; IH: Alta concentragao inalatério de glifosato; OH:
Alta concentragéo oral de glifosato.

Analise histopatoldgica

No epitélio da lingua ndo foram observadas hiperceratose, paraceratose,
lesGes displasicas ou neoplasicas benignas ou malignas.

Nos animais que se observou congestdo da mucosa da lingua, esta foi de
grau leve. Nao houve diferengca em relagdo ao sexo dos animais (p=0,070). Houve
diferenga entre o grupo IC x IH (p= 0,016) e o MI x (IL, IH) (p<0,05). Nao houve
diferencga significante entre os grupos expostos por via oral (Figuras 3 e 4A).

As fémeas dos grupos expostos a baixa concentracdo de glifosato e os
machos do grupo IM ndo apresentaram inflamagdo. Nos demais grupos, a
inflamacao foi leve e constituida por mononucleares (linfécitos), ndao havendo
diferenga entre sexos (p >0,05). O grupo IC diferiu dos grupos IL, IM, IH e OH dos
grupos OC, OL, OM (p<0,05) (Figura 4).
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Figura 4 — Porcentagem de congestao e inflamacgao na lingua por grupo de estudo,
independente do sexo dos animais (n=79). IC: Controle inalatério; OC: Controle oral; IL:
Baixa concentragcédo inalatério de glifosato; OL: Baixa concentragdo oral de glifosato; IM: Média
concentracdo inalatério de glifosato; OM: Média concentracao oral de glifosato; IH: Alta concentragéo
inalatério de glifosato; OH: Alta concentracao oral de glifosato.
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Figura 5 - Fotomicroscopia da mucosa da lingua. A — Superficie ventral com
congestdo moderada do tecido. Observe o capilar dilatado e cheio de sangue (seta)
(animal macho do grupo IL). B — Superficie dorsal com foco de inflamagédo da
submucosa a custa de linfécitos (seta) (animal macho do grupo OL). Hematoxilina-
eosina, aumento de 100x - barra de escala: 200 um.

O numero de mastdcitos diferiu entre sexos (p< 0,05), sendo maior nas
fémeas. Os grupos expostos por via oral apresentaram numero mais alto de

mastécitos do que os expostos por via inalatéria (p = 0,016) (Figura 5).
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Figura 6 — Concentragdo de mastdcitos (por mm?) nos animais submetidos a
diferentes concentracdes de glifosato segundo a via de exposi¢ao (oral e inalatéria)
(n=79). IC: Controle inalatério; OC: Controle oral; IL: Baixa concentragao inalatério de glifosato; OL:
Baixa concentracdo oral de glifosato; IM: Média concentragédo inalatério de glifosato; OM: Média
concentracao oral de glifosato; IH: Alta concentragdo inalatério de glifosato; OH: Alta concentragao
oral de glifosato.
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Medida da espessura do epitélio da lingua
Nao houve diferenga significativa da espessura do epitélio entre expostos ou

nao ao glifosato e entre sexos, tanto no dorso quanto no ventre (p > 0,05).

Contagem de regides organizadoras de nucléolos (NORs) na lingua

A exposig¢ao ao glifosato elevou o numero de NORs na via oral, porém esse
aumento foi maior nas concentragdes baixa e média e reduzida na alta concentragao
(Figura 6). Nao houve diferenga significativa na contagem de NORs entre sexos,
tanto no dorso (p = 0,778) quanto no ventre da lingua (p = 0,308).
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Figura 7 - Média do numero de regides organizadoras de nucléolos (NORs) no
epitélio do dorso e do ventre da lingua por grupo de estudo independente do sexo

dos animais (n = 79). IC: Controle inalatério; OC: Controle oral; IL: Baixa concentrag&o inalatério
de glifosato; OL: Baixa concentragéo oral de glifosato; IM: Média concentracdo inalatério de glifosato;
OM: Média concentragido oral de glifosato; IH: Alta concentragcdo inalatério de glifosato; OH: Alta
concentracao oral de glifosato.

Correlagdo entre a medida da espessura do epitélio e a contagem de regides

organizadoras de nucléolos (NORs) na lingua
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Ndo houve correlacdo entre a medida da espessura do epitélio com a
contagem de NORs tanto no dorso (p = -0,229; p = 0,523) quanto no ventre da

lingua (p = -0,018; p = 0,959) em nenhum dos grupos avaliados.
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Eséfago

Nao foram observadas congestao, inflamagéao, hiperceratose, paraceratose ou
lesdes neoplasicas malignas ou benignas. Todos os animais expostos por via
inalatéria ao glifosato apresentaram displasia leve e todos os expostos por via oral
ao (lifosato apresentaram displasia moderada do epitélio (p = 0.00001),
independente do sexo (p = 0,371) (Figura 8). Os animais dos grupos controle nao

apresentaram lesdes displasicas do epitélio.

Figura 8 - Fotomicroscopia do es6fago. A — Epitélio esofagico normal (animal macho
do grupo IC). B — Displasia leve do esbéfago. Ha discreto aumento da espessura do
epitélio, nucleos volumosos e com nucléolos evidentes e figuras de mitose atipicas
(seta) (animal macho do grupo IH). C — Displasia moderada do eséfago. Notar
aumento acentuado da espessura do epitélio, nucleos volumosos e com nucléolos
evidentes e figuras de mitose atipicas (setas) (animal macho do grupo OH).
Hematoxilina-eosina, aumento de 200x - barra de escala: 100 pym.

Estomago

Nao foram observadas alteragdes gastricas nos animais estudados.
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Intestino delgado

Animais de todos os grupos apresentaram congestdo leve da mucosa do
intestino delgado. Nao foram observadas alteragdes neoplasicas benignas ou
malignas nos animais estudados.

Todos os animais expostos ao glifosato apresentaram processo inflamatorio
do tipo linfocitario na mucosa. Inflamagcdo moderada foi observada em 60% dos
animais dos grupos IL e OL, os demais animais apresentaram inflamagao de grau
leve. Nao houve diferenga entre sexos em relagao ao parametro de inflamacgéao (p =
0,600) (Tabela 2, Figura 9).

A maioria dos animais expostos ao glifosato, independente da via de
exposicao, apresentou hiperplasia linfoide (p < 0,05), ndo havendo diferenga entre
os sexos (p > 0,05) (Tabela 3).

Em relagdo a displasia da mucosa, também n&o houve diferenga entre o sexo
dos animais (p > 0,05). Apenas os animais dos grupos expostos a média e alta
concentragao do glifosato apresentaram displasia, sendo que todos os animais do
grupo OH apresentaram displasia moderada, enquanto os demais grupos
apresentaram displasia leve (p < 0,05). O grupo IM foi o que apresentou frequéncia
mais baixa de displasia entre os grupos que apresentaram esta alteragao (Tabela 2,
Figuras 8 e 9).
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Figura 9 - Porcentagem de casos com displasia leve e moderada no intestino

delgado por grupo de estudo (n=79). IC: Controle inalatério; OC: Controle oral; IL: Baixa
concentracdo inalatério de glifosato; OL: Baixa concentracdo oral de glifosato; IM: Média
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concentracdo inalatério de glifosato; OM: Média concentracao oral de glifosato; IH: Alta concentragcao
inalatério de glifosato; OH: Alta concentragéo oral de glifosato.

Tabela 1 - Incidéncia de inflamacgao, hiperplasia linféide e displasia no epitélio do
intestino delgado, segundo o grupo de estudo e sexo dos animais (n=79).

Grupos Sexo

Inflamacgao

Leve

Moderada

Hiperplasia

linfoide

IC

oC

IL

oL

oM

IH

OH

0/5 (0%)?
0/5 (0%)°
0/4 (0%)?
0/5 (0%)°
0/5 (0%)?
3/5 (60%)°
3/5 (60%)°
1/5 (20%)?
5/5 (100%)°
5/5 (100%)°
5/5 (100%)°
5/5 (100%)°
5/5 (100%)°
5/5 (100%)°
5/5 (100%)°
5/5 (100%)°

0/5 (0%)?
0/5 (0%)°
0/4 (0%)?
0/5 (0%)?
4/5 (80%)°
2/5 (40%)°
2/5 (40%)°
4/5 (80%)°
0/5 (0%)?
0/5 (0%)°
0/5 (0%)?
0/5 (0%)°
0/5 (0%)?
0/5 (0%)°
0/5 (0%)?
0/5 (0%)°

1/5 (20%)?
3/5 (60%)°
2/4 (50%)°
1/5 (20%)?
4/5 (80%)°
5/5 (100%)°
4/5 (80%)°
5/5 (100%)°
3/5 (60%)°
4/5 (80%)°
5/5 (100%)°
5/5 (100%)°
4/5 (80%)°
5/5 (100%)°
5/5 (100%)°
5/5 (100%)°

Displasia

Leve Moderada
0/5 (0%)? 0/5 (0%)?
0/5 (0%)° 0/5 (0%)°
0/4 (0%)? 0/4 (0%)?
0/5 (0%)° 0/5 (0%)°
0/5 (0%)? 0/5 (0%)?
0/5 (0%)° 0/5 (0%)°
0/5 (0%)? 0/5 (0%)?
0/5 (0%)° 0/5 (0%)°
1/5 (20%)? 0/5 (0%)?
4/5 (80%)° 0/5 (0%)?
5/5 (100%)°  0/5 (0%)?
5/5 (100%)° 0/5 (0%)?
4/5 (80%)° 0/5 (0%)?

5/5 (100%)°
0/5 (0%)?
0/5 (0%)°

0/5 (0%)°
5/5 (100%)°
5/5 (100%)°

Grupos: IC: Controle inalatério; OC: Controle oral; IL: Baixa concentragao inalatério de glifosato; OL:
Baixa concentragdo oral de glifosato; IM: Média concentragdo inalatério de glifosato; OM: Média
concentracdo oral de glifosato; IH: Alta concentragdo inalatério de glifosato; OH: Alta concentragao
oral de glifosato. F: fémea; M: macho. Letras mindsculas comparam os grupos ao mesmo tempo e na
mesma coluna. Letras diferentes significam p < 0,05, ondea#b,c; b#a,c;c#a,b.
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Figura 10 - Fotomicroscopia do intestino delgado. A — Mucosa intestinal normal
(animal macho do grupo IC) (Hematoxilina-eosina, aumento de 200x — barra de
escala: 100um). B — Mucosa intestinal com intenso processo inflamatério (animal
macho do grupo IL) (Hematoxilina-eosina, aumento de 100x — barra de escala:
200um). C - Hiperplasia linféide (seta) (animal macho do grupo IH) (Hematoxilina-
eosina, aumento de 100x — barra de escala: 200pm). D — Displasia leve da mucosa.
Notar nucleos hipercromaticos e figuras de mitose (setas) (animal macho do grupo
IM) (Hematoxilina-eosina, aumento de 400x — barra de escala: 50um). E — Displasia
moderada da mucosa. Notar diminuicdo do numero de células caliciformes, nucleos
nao polarizados e vesiculosos com nucléolos e figuras de mitose atipicas (seta).
(animal macho do grupo OH) (Hematoxilina-eosina, aumento de 400x — barra de
escala: 50um).
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Intestino grosso

Animais de todos os grupos apresentaram congestdo leve da mucosa do
intestino grosso. Apenas uma fémea do grupo OL, uma fémea do grupo IM e trés
machos do grupo OM apresentaram hiperplasia linfoide. Nado foram observadas
alteracgdes neoplasicas benignas ou malignas em nenhum animal.

A inflamacdo apresentada pelos animais foi de grau leve e a custa de
infiltrado linfocitario (Figura 11). Para presenca de inflamacéo, houve diferencga
significante entre o grupo IC x (IM, IH), entre IL x (IM, IH), entre OC x (OM, OH) e
entre OL x (OM, OH) (p < 0,05), porém n&o houve diferenca entre os sexos (p =
0,423) (Tabela 3).

Todos os animais do grupo IM, OM, IH e OH apresentaram displasia, sendo
moderada em um animal do grupo IH e em todos do grupo OH (p <0,05) (Figuras 10
e 11). Nao houve diferenca entre os sexos para o parametro displasia (p = 0,502)
(Tabela 3).

Tabela 2 - Incidéncia de inflamagédo e displasia no epitélio do intestino grosso,
segundo o grupo de estudo e sexo dos animais (n=79).

Grupos Sexo Inflamacgao Displasia
Leve Moderada
I F 0/5 (0%)° 0/5 (0%)° 0/5 (0%)?
M 0/5 (0%)? 0/5 (0%)? 0/5 (0%)?
oc F 0/4 (0%)° 0/4 (0%)° 0/4 (0%)°
M 0/5 (0%)? 0/5 (0%)? 0/5 (0%)?
IL F 0/5 (0%)° 0/5 (0%)° 0/5 (0%)°
M 0/5 (0%)? 0/5 (0%)? 0/5 (0%)?
oL F 1/5 (20%)? 0/5 (0%)° 0/5 (0%)°
M 0/5 (0%)? 0/5 (0%)? 0/5 (0%)?
M F 5/5 (100%)° 4/5 (80%)° 0/5 (0%)?
M 5/5 (100%)° 4/5 (80%)° 0/5 (0%)?
OM F 5/5 (100%)° 4/5 (80%)° 0/5 (0%)?
M 5/5 (100%)° 5/5 (100%2)b 0/5 (0%)?
H F 5/5 (100%)° 4/5 (80%) 0/5 (0%)°
M 5/5 (100%)° 4/5 (80%)° 1/5 (20%)?
OH F 5/5 (100%)° 0/5 (0%)* 5/5 (100%)°
M 5/5 (100%)° 0/5 (0%)? 5/5 (100%)°

Grupos: IC: Controle inalatério; OC: Controle oral; IL: Baixa concentracdo inalatério de glifosato; OL:
Baixa concentragdo oral de glifosato; IM: Média concentragcéo inalatério de glifosato; OM: Média
concentracao oral de glifosato; IH: Alta concentracdo inalatério de glifosato; OH: Alta concentragao
oral de glifosato. F: fémea; M: macho. Letras mindsculas comparam os grupos ao mesmo tempo e na

mesma coluna. Letras diferentes significam p < 0,05, ondea#b,c; b#a,c;c#a,b.
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Figura 11 - Porcentagem de casos com displasia leve e moderada no intestino
grosso por grupo de estudo (n=79). IC: Controle inalatério; OC: Controle oral; IL: Baixa
concentracdo inalatério de glifosato; OL: Baixa concentracdo oral de glifosato; IM: Média
concentracado inalatério de glifosato; OM: Média concentracao oral de glifosato; IH: Alta concentragéo
inalatério de glifosato; OH: Alta concentracao oral de glifosato.
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Figura 12 - Fotomicroscopia do intestino grosso. A — Mucosa intestinal normal
(animal macho do grupo OC) (Hematoxilina-eosina, aumento de 200x — barra de
escala: 100um). B — Mucosa intestinal com congestdo vascular e infiltrado
inflamatdrio leve (seta) (animal macho do grupo IM) (Hematoxilina-eosina, aumento
de 100x — barra de escala: 200um). C — Hiperplasia linfoide (seta) (animal macho
do grupo IH) (Hematoxilina-eosina, aumento de 200x — barra de escala: 100um). D —
Displasia leve. Notar nucleos com perda de polaridade, cromatina irregular e
nucléolos evidentes e figuras de mitose (seta) (animal macho do grupo OM)
(Hematoxilina-eosina, aumento de 400x — barra de escala: 50um). E — Displasia
moderada. Notar diminuicdo acentuada de células caliciformes, células com nucleos
vesiculosos com cromatina irregular e nucléolos evidentes e varias figuras de mitose
(setas) (animal fémea do grupo OH) (Hematoxilina-eosina, aumento de 400x — barra
de escala: 50um).
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Teste do micronucleo em células da medula éssea

Houve diferencga entre sexos, com maior numero de micronucleos nas fémeas
expostas a baixa concentragao por via oral de glifosato e numero alto nos machos
expostos a alta concentragao inalatéria deste agrotoxico (p = 0,001) (Figuras 12 e
13).
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Figura 13 - Mediana de micronucleos na medula 6ssea por grupo de estudo e sexo
dos animais (n=79). IC: Controle inalatério; OC: Controle oral; IL: Baixa concentragdo inalatério
de glifosato; OL: Baixa concentragéo oral de glifosato; IM: Média concentracao inalatério de glifosato;
OM: Média concentragido oral de glifosato; IH: Alta concentragcdo inalatério de glifosato; OH: Alta
concentracao oral de glifosato; PC: Grupo controle positivo.

Figura 14 - Eritrocito policromatico com micronucleo (seta) (animal fémea do grupo
OL). Coloragao de Giemsa, aumento de 400x — barra de escala: 50um.
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Discussao

Neste estudo, observou-se que congestao tecidual, inflamagdo e aumento do
numero de NORs, além de displasia do epitélio do eséfago e do intestino delgado e
grosso nos animais expostos ao glifosato. Com excegdo do aumento do numero de
mastocitos na lingua e do numero de micronucleos nos eritrocitos policromaticos da
medula 6ssea, os demais parametros nado foram influenciados pelo sexo dos
animais. A mucosa gastrica ndo sofreu dano frente a exposigéo ao glifosato.

Foi observado em prévios estudos que os rins e TGI sao os 6rgaos alvos do
glifosato em ruminantes. No caso do trato digestorio, foi observada irritagdo da
mucosa ao exame histopatolégico (EFSA 2015). Assim, neste estudo optamos por
estudar o trato digestorio e as possiveis implicacbes sobre este sistema orgéanico
tanto da exposicdo inalatéria (mais comum na exposigdo ocupacional) quanto da
exposicdo a alimentos contaminados pelo glifosato (via oral) (mais comum na
exposi¢cao nao ocupacional).

Ha relatos de queimadura, erosao, ulceracdo e hemorragia da mucosa bucal
em casos de exposigcdo aguda acidental ao glifosato (Mui 1993; Sribanditmongkol et
al. 2012; Deo e Shetty 2012). Em nosso estudo, observamos cariomegalia nos
esfregacos citolégicos, a qual € uma alteragao reativa a uma agressao tecidual ou
mesmo a um processo inflamatério duradouro. Porém, o grupo com maior niumero
de casos com ceélulas cariomegalia foi 0 grupo exposto a baixa concentragdo por via
inalatoria, que apresentou maior intensidade de congestdo e menor numero de
casos de inflamacgao. Isto demostra uma agressao direta provocada pelo glifosato
sobre o epitélio, mas provavelmente devido a baixa dosagem de exposigdo néo
observamos processo inflamatério. Entretanto, um maior numero de casos com
congestdo e menor de inflamagdo também foi observado nos animais expostos a
altas concentragdes do glifosato (independente da via de exposi¢ao).

A congestdo tecidual é a primeira alteragdo do processo inflamatério
encontrada no tecido (Punchard 2004). Uma alta concentragdo de glifosato pode
provocar tal agressao no tecido que estimule alteragdo vascular mais intensa do que
recrutamento de células inflamatérias. Maior numero de casos de inflamacéao
ocorreu nos animais expostos a baixa e média concentracido oral, mostrando que a
via oral em doses menores, por contato direto do glifosato com a mucosa pode
acarretar resposta inflamatéria local.
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Também observamos um maior numero de mastocitos na mucosa bucal nas
fémeas e nos grupos expostos por via oral. Este dado mostra que o glifosato pode
estimular reagao alérgica bucal, principalmente no contato direto com esta e em
fémeas. Aumento de mastdcitos ou de Imunoglulina E também foi encontrado em
outros estudos durante a exposicdo de animais a outros agrotéxicos, de forma
sistémica (Cushman e Street 1982; Yasunaga et al. 2015), para pele e trato
respiratorio (Fukuyama et al, 2009) e para cavidade bucal (Parizi et al. 2020).

O aumento do numero de NORs na mucosa da lingua observado nos grupos
expostos ao glifosato demostra que houve uma agressdo ao epitélio bucal que
estimulou proliferacdo celular para reparar uma possivel destruicdo celular causada
pelo glifosato. Porém, no grupo exposto a alta concentragdo oral houve uma
diminuicdo do numero de NORs em relagdo ao grupo controle. Isto pode ter ocorrido
devido ao fato de que em alta concentracéo e por via oral ocorra um dano tao severo
ao epitélio que impegca o estimulo a proliferacdo celular regenerativa. Embora
tenhamos observado um aumento de NORs na maioria dos grupos expostos ao
glifosato, isto ndo foi suficiente para aumentar a espessura do epitélio da lingua.
Este é outro dado que corrobora que o glifosato cause muita destruicdo celular, a
ponto da proliferagao celular ndo aumentar a espessura do epitélio.

Ha relatos de casos em seres humanos de ocorréncia de hemorragia da
mucosa gastrica apds ingestao deliberada de glifosato (Sribanditmongkol et al. 2012;
Deo e Shetty 2012), porém outro estudo mostrou ulceragdo da mucosa esofagica,
mas sem lesdo gastrica em dois casos de ingestao incidental de glifosato (Chen et
al. 2013). Os autores especulam que a auséncia de lesdo gastrica nestes casos
pode ser devida ao tipo de epitélio, a presenca de acido ou muco ou outros fatores
locais e consideraram o glifosato como um agente caustico de média intensidade
(Chen et al. 2013). Em nosso estudo ndo observamos nenhuma les&o do epitélio
gastrico, possivelmente porque mesmo por via oral, as doses foram muitos menores
e foram ou inaladas ou ingeridas incorporadas a ragdo e nao uma ingestao pura do
glifosato e em grande quantidade como em outros estudos. Essa justificativa se
aplica também a auséncia de lesGes esofagicas, tais como auséncia de erosdes,
ulceracdes e inflamagdes nos animais expostos.

Em um estudo in vitro com fibras musculares de jejuno de roedores, foi
observada diminuicdo da atividade motora das fibras musculares do jejuno, mesmo

quando o glifosato foi aplicado em concentragdes muito baixas (Chlopecka et al.
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2014). Apo6s a ingestao incidental de glifosato por seres humanos, foi observada
dilatacdo do intestino delgado (Sribanditmongkol et al. 2012; Deo e Shetty 2012). Em
outro estudo com leitdes desmamados, utilizando-se glifosato adicionado a agua em
varias concentragdes, nao foi detectada alteragcao da morfologia intestinal (Qiu et al.
2020).

Em um estudo com ratos Sprague-Dawley mostrou que a exposigao a longo
prazo ao glifosato na agua de torneira é toxica para o microbioma intestinal e que
somente as fémeas tratadas apresentaram disbiose (Lozano et al. 2018). A disbiose
da microbiota intestinal esta associada a uma série de condi¢cdes clinicas, como
doenca inflamatoria intestinal ou cancer colorretal (Cho e Blaser 2012). O fato de o
glifosato causar disbiose intestinal pode justificar termos observado inflamagédo na
mucosa intestinal dos animais expostos, embora ndo tenhamos observado diferenca
entre os sexos para este parametro, como outros estudos mostraram. A maior
intensidade de inflamagao e maior incidéncia de animais com hiperplasia linfoide no
intestino delgado pode ocorrer pelo fato do glifosato ser encontrado em maior
concentragao no intestino delgado apds a exposi¢ao oral (Chlopecka et al. 2014) e
isto talvez ocorra também para a exposicao inalatéria, uma vez que ndo observamos
diferengas entre as vias de exposigao.

A carcinogenicidade do glifosato é controversa na literatura. Enquanto a
Agéncia Internacional da Organizacdo Mundial de Saude para Pesquisa do Cancer
(IARC) considera o glifosato como sendo "provavelmente cancerigeno para o
homem" (categoria 2A) (IARC 2015) e alguns estudos com roedores tenham
mostrado ocorréncia de neoplasias benignas e malignas na tireoide, figado, rim,
pancreas, testiculos e glandula pituitaria (Greim et al. 2015), outros estudos mostram
gue nao ha risco carcinogénico do glifosato apds revisao do perfil toxicolégico deste
agrotoxico (Willians et al. 2016; Tarazona et al. 2017). A EFSA considerou que os
estudos em humanos eram muito limitados para associar o glifosato a neoplasias
(Portier et al. 2016).

A displasia epitelial € uma lesao pré-cancerigena, que dependendo da sua
graduagdo tem uma menor chance (displasia leve) ou maior chance (displasia
moderada e severa) de evoluir para um carcinoma. O nosso estudo € o primeiro a
demonstrar que o glifosato tem potencial cancerigeno para esbéfago e intestino

delgado e grosso, principalmente em concentracbes maiores e que a via de
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exposig¢ao oral pode acarretar displasia moderada, a qual apresenta maior risco de
evolucdo para carcinoma.

Embora o epitélio esofagico seja o0 mesmo da cavidade bucal, ambos sao
epitélios escamosos estratificados, sé observamos displasia no eséfago. Isto pode
ter ocorrido devido a lavagem mecanica que a saliva faz na cavidade bucal,
permitindo um menor tempo de permanéncia do glifosato na boca.

Assim como a carcinogenicidade, a genotoxicidade do glifosato também é
controversa na literatura. Alguns estudos mostraram que o glifosato ndo apresenta
risco genotoxico significativo em condicbes normais de exposicdo humana ou
ambiental (Heydens 2008; Kier e Kirkland 2013). Outros estudos mostraram que
produtos contendo glifosato podem ser genotdxicos em répteis e mamiferos (Prasad
et al. 2009; Lopez Gonzalez et al. 2013), aumento de escores de dano no DNA ao
teste cometa em eritrécitos e células branquiais de peixes (Moreno et al. 2014) e de
quebra de fitas de DNA (também observadas ao ensaio do cometa) em branquias e
células hepaticas de enguias expostos ao glifosato na agua (Guilherme et al. 2011).

Além de aumento da incidéncia de aberracdo cromossémica e inducao de
micronucleos dependente da dose e do tempo de exposi¢ao (1 a 3 dias) ao glifosato
em mamiferos (Prasad et al. 2009). Esta variabilidade de resultados pode ocorrer
devido a diferengcas na pureza do agente ativo e da natureza dos componentes
inertes testados que podem aumentar a toxicidade do agrotéxico (Prasad et al.
2009). Em nosso estudo, utilizamos a marca comercial mais usada mundialmente e
nao a forma pura do agrotéxico, pois ndo € em sua forma pura que ele é utilizado
para pulverizacdo das lavouras. Assim, observamos um aumento de micronucleos
nos grupos expostos ao glifosato, independente da via, em relagcdo aos grupos
controle. Este dado vem de encontro ao achado de displasia no eséfago e intestino
delgado e grosso, mostrando que o (dlifosato tem potencial genotoxico e
carcinogénico mediante exposi¢c&o a doses relevantes da exposicdo humana.

O sexo pode influenciar a toxicidade dos xenobidticos, influenciando sua
toxicocinética, toxicodinamica e resultados. Estas diferencas entre os sexos frente
aos xenobidticos podem ocorrer por diversos motivos: devido ao comportamento,
exposi¢cao, anatomia, fisiologia, bioquimica e genética, o que pode alterar ndo sé a
resposta a produtos quimicos ambientais, mas também as reagdes adversas a
medicamentos (Gochfeld 2017). Em nosso estudo, pudemos observar diferengas

entre 0s sexos somente em alguns parametros, como maior incidéncia de células
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com cariomegalia e de mastocitos na cavidade bucal das fémeas. Estes dados
mostram que as fémeas apresentam maior reatividade e mais risco de reacao
alérgica bucal quando expostas ao glifosato. Estudos mostram que homens e
mulheres diferem em sua susceptibilidade ao desenvolvimento de disturbios
imunologicos e de alergia e na capacidade de combater infecgdes. As mulheres sao
mais susceptiveis ao desenvolvimento de alergias e doengas autoimunes por razbes
multifatoriais, que podem estar associadas a hormdnios sexuais e complemento de
cromossomo sexual (Laffont e Guéry 2019). Isto explica termos observado uma
maior reatividade celular e maior numero de mastocitos nas fémeas expostas ao
glifosato.

Também observamos que as fémeas apresentaram maior numero de
micronucleos quando expostas a baixa concentracéo oral de glifosato, enquanto os
machos nao apresentaram micronucleos, porém em alta concentragdo por via
inalatéria, houve maior formagdo de micronucleos nos machos. Isto pode implicar
que baixas doses sao suficientes para causar dano de DNA nas fémeas e nao nos
machos e que altas doses podem levar a destruicido das células, por isso nao foi
observada a formacdo de micronucleos nas fémeas. Outros testes de
genotoxicidade deverdo ser realizados para que se possam explicar melhor os
diferentes efeitos de diferentes concentragdes do glifosato para os sexos.

Conclusoes

Com os dados do nosso estudo, mediante as condicbes de padrao e tempo
de exposigao realizadas, podemos concluir que o glifosato estimula processo
inflamatorio no trato digestério, pode provocar alergias bucais (principalmente nas
fémeas), lesdes displasicas no esdfago e intestino delgado e grosso e tem potencial
genotoéxico, caracterizado pelo aumento de micronucleos nos animais expostos. Em
geral, a via oral provoca mais alteragbes no trato digestorio que a via inalatoria.
Neste estudo sob exposigdo subcrbnica o estbmago € poupado em exposigdes

subcronicas a doses semelhantes a da exposigdo ambiental ao glifosato.
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RESUMO

O Roundup®, um herbicida a base de glifosato, tem em sua composicdo o 1-4
dioxano, responsavel por cancer em animais e potencial causador de danos no
figado e aos rins de serem humanos. O objetivo deste estudo foi avaliar a hepato e
nefrotoxicidade a exposi¢cdo subcronica ao agrotéxico glifosato em ratos mediante
simulacdo de exposicdo ambiental. Foram utilizados 80 ratos Wistar albinos
divididos em 8 grupos (5 machos e 5 fémeas por grupo) - 4 grupos exposi¢cao
inalatoria, 4 grupos exposigao oral: Grupos controle - nebulizacdo com solugéo de
cloreto de sddio; Grupos expostos ao glifosato - Baixa concentragao [3,71 x 107
gramas de ingrediente ativo por hectare (g.i.a’ha)]; Média concentragéo (6,19 x 10
g.i.a/ha); Alta concentragao (9,28 x 10 g.i.a/ha). Os animais foram expostos por 75
dias. Coletou-se sangue para dosagem de AST (aspartato aminotransferase), ALT
(alanino aminotransferase), creatinina e ureia e figado, rim, pancreas e bago para
analise histopatolégica. As fémeas do grupo exposto a alta concentragdo oral
apresentaram as maiores concentracées de AST, ALT e ureia (p < 0,05). Esteatose
hepatica foi observada em todos os animais expostos a média e alta concentracéo
de glifosato (p < 0,05). Todos os expostos ao glifosato apresentaram alteragéo
tubular. Necrose tubular foi mais incidente nos animais do grupo exposto a alta
concentragao oral. A contagem de NORs (regides organizadoras de nucléolos), no
figado e no rim, foi maior nos animais expostos a altas concentragdes de glifosato (p
< 0,05). N6s concluimos que exposigao a altas concentragdes de glifosato causa

maior dano hepatico e renal, principalmente por via oral.

Palavras-chave: agrotéxico; hepatotoxicidade; nefrotoxicidade; exposicdo por

inalagao; exposicao dietética.
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Introducgao

Nas ultimas décadas, o mundo passou pelo advento da modernizagao, com
avancgos na tecnologia para produgao em largas escalas. Isso refletiu na agricultura,
levando a uso intenso de agrotdxicos.?> Os agrotéxicos sao utilizados por produtores
de gado, industrias alimentares, higiene pessoal e no uso doméstico, com o objetivo
de combater ervas daninhas,? porém podem causar diversas consequéncias para os
seres vivos.™

O glifosato é um agrotéxico organofosfato, sistémico e n&o seletivo usado
para matar varias espécies de gramineas, folhosas e juncos.?® Agrotéxico a base de
glifosato sdo os principais pesticidas usados em todo o mundo, sendo atualmente
aplicados em cerca de 24% do total de terras agricolas do mundo todo,*
principalmente em culturas de arroz, milho, soja, horticultura, viticultura e
silvicultura.?® Além disso, os agrotoxicos a base de glifosato sdo muito usados em
jardins domésticos e urbanos, como pragas e parques.'®?"?®

Residuos de agrotoxicos a base de glifosato sdo comumente detectados em
alimentos, na agua potavel contaminada pela chuva, escoamento superficial e
lixiviagdo para as aguas subterraneas, aumentando assim as vias de exposi¢ao para
a populagdo em geral, ndo s6 para agricultores.“"'27 Além disso, ha evidéncias que
sugerem que o (lifosato e seus metabdlitos estdo muito disseminados na
populac&o.’™

Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA (Environmental Protection Agency of
United States - USEPA) classifica o glifosato e seu principal metabdlito, o acido
aminometilfosfénico (AMPA), na categoria IV de toxicidade (toxicidade aguda muito
baixa em uso habitual).?®*? Assim como, o fabricante de glifosato apresenta este
como nao acarretando riscos a saude humana e ao meio ambiente quando usado de
acordo com as instrucdes do rétulo.?®

Estudos realizados com animais de laboratério e de fazenda mostram que os
niveis de glifosato e de AMPA, s&o de 10 a 100 vezes maiores em tecidos renais e
hepaticos do que em outros tecidos.® Um estudo com animais de fazenda mostrou
niveis urinarios elevados de glifosato correlacionados com alteragdes nos
parametros indicativos de estresse oxidativo hepatico e renal.” Isto mostra que o
figado e o rim sdo 6rgéos alvo da agao do glifosato.
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Olorunsogo et al."”® foram os primeiros a descrever os possiveis efeitos
hepaticos do glifosato. Varios estudos mostraram que o glifosato e suas formulagdes
comerciais podem provocar efeitos tdxicos, principalmente em figado e rim,"” porém
estes estudo foram realizados com doses mais elevadas e por vias que nido sao as
habituais a exposicdo humana.

O objetivo deste estudo foi avaliar a hepato e nefrotoxicidade a exposi¢cao
subcrénica ao agrotéxico glifosato em ratos mediante simulacdo de exposi¢céao
ambiental, analisando possiveis diferengcas entre as principais vias de exposi¢ao

humana (inalatéria e oral) e diferengas entre os sexos.

Materiais e Métodos

Protocolo animal

Este estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Uso Animal da
Instituicdo proponente (Protocolo n°® 3792) (Anexo A). Os animais utilizados na
pesquisa foram tratados de acordo com as diretrizes institucionais € com os
principios internacionalmente aceitos para uso e cuidados com animais de
laboratdrio, com a devida consideracéo ao alivio de sofrimento e desconforto.

Para a realizagao dos experimentos, foram utilizados 80 ratos Wistar albinos,
machos e fémeas, adultos, com peso entre 200-250g, alocados em gaiolas plasticas,
separados por sexo, em biotério climatizado com controle de temperatura e
humidade, com ciclos de 12 horas de claro e escuro.

Os animais foram divididos aleatoriamente em oito grupos (machos:
n=5/grupo; fémeas: n=5/grupo). Seis grupos foram expostos a trés diferentes
concentragdes do glifosato, conforme descritas na bula do produto. Cada dose foi
ajustada para a area da caixa, para simular a exposicado ambiental (ocupacional e de

alimentos) (Tabela 1).
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Tabela 1 - Distribuicdo dos grupos de estudo avaliados.

Concentragao da Exposicéo Exposicéo
Grupos
exposicao inalatéria oral
Controle Cloreto de sodio (NaCl) G1 G2
_ 3,71 x 10°g.i.a/ha*
Baixa concentracao de
(correspondendo a G3 G4

glifosato 3
187,17 mg/m~)

6,19 x 10° g.i.a/ha

(correspondendo a G5 G6
313,31 mg/m?)

9,28 x 10 g.i.a’ha

(correspondendo a G7 G8
467,93 mg/m°)

Média concentracéo de
glifosato

Alta concentracao de

glifosato

* g.i.a/ha: gramas de ingrediente ativo por hectare.

Protocolo de exposigao ao agrotoxico glifosato

A exposicdo ao agrotdéxico glifosato foi feita com Glifosato [N-
(phosphonomethyl) glycine] (Roundup Original DI, Monsanto, S&do Paulo, Brasil),
com a seguinte composicdo: Sal de Di-aménio de N-(phosphonomethyl)glycine
(GLIFOSATO): 445 g/L  (44,5% mlv); Equivalente acido de N-
(phosphonomethyl)glycine (GLIFOSATO): 370 g/L (37,0% m/v); Outros Ingredientes:
751 g/L (75,1% m/v).

Para a nebulizagcédo foram utilizadas duas caixas (32x 24x 32 cm), cada uma
ligada a um nebulizador ultrassénico da marca Pulmosonic Star® (Soniclear Ind.
Com. Imp. e Exp. Ltda., Sdo Paulo, Brasil). Para todas as nebulizagées, foi utilizado
10mL de cloreto de sddio (NaCl) como veiculo. O tempo de exposigao (dos animais
e da ragao) foi de aproximadamente 15 minutos, para que toda solugdo fosse

nebulizada.'®
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Os animais expostos por via inalatéria foram nebulizados durante cinco dias
seguidos na semana, simulando a exposi¢gdo ocupacional. Os animais expostos por
via oral tiveram a ragdo nebulizada um dia antes de ser consumida (Figura 1).3 A
racdo dos animais de todos os grupos foi trocada a cada dois dias e o residual

pesado a cada troca. Os animais foram pesados no inicio e no final do experimento.

Exposicao Exposigdo
inalatoria oral
15 minutos
l de exposigao l
Nebulizagdo Nebulizagdo
dos animais um dia antes

por 5 dias na da troca de

semana

e Ragéo
trocada a
cada 2 dias

Figura 1 - Delineamento da nebulizagdo dos animais e da ragéao.

A anestesia e a eutanasia foram feitas com Tiopental sddico (Syntec, EUA),
nas doses de 40mg/Kg e 100 mg/Kg de peso, respectivamente, administrado na

cavidade peritoneal.?°

Analise bioquimica

A coleta de sangue foi realizada por pungao intracardiaca com vacutainer (BD
Vacutainer®, Becton, Dickinson and Company, EUA) apds a anestesia dos animais.
Foram coletados 5mL de sangue para realizagdo dos seguintes exames
laboratoriais: AST (aspartato aminotransferase), ALT (alanina aminotransferase),
creatinina e ureia. Toda bioquimica sérica foi realizada em aparelho automatizado
(COBAS C111, Roche, EUA).

Analise histopatoldgica

ApOs a eutanasia, foi retirado o figado, rim, pancreas e bago de cada animal.
Os fragmentos retirados foram fixados em formol tamponado a 10% (Cinética
Industria Quimica, S&o Paulo, Brasil) durante 24 horas e submetidos a
processamento histolégico habitual, com inclusdo em parafina (Dindmica Reagentes

Analiticos, Sdo Paulo, Brasil). Cortes seriados de 5u foram obtidos por micrétomo
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LEICA RM2265 (Leica Biosystems Nussoch GmbH, Alemanha) e corados pelo
método de hematoxilina-eosina (HE) (Dolles, Sédo Paulo, Brasil).

A analise histopatoldgica foi cega, utilizando-se microscépio 6ptico comum
(NIKON Labophot, Japao). Os parametros gerais avaliados no figado, rim, pancreas
e baco foram: infiltrado inflamatorio intersticial (discreto, leve, moderado, severo) e
tipo de célula inflamatéria presente (polimorfonucleares e/ou monucleares);
congestdo tecidual (leve, moderada, intensa); necrose tecidual (focal, difusa);
necrose vascular; lesdes displasicas (displasia leve, displasia moderada, displasia
grave) e presenca de lesdes neoplasicas benignas e malignas.??

Também foram analisados especificamente em cada 6rgdo, os seguintes
parametros:%2

e Figado: presenca e tipo de esteatose (microvesicular e/ou
macrovesicular), colestase, fibrose tecidual e cirrose;

e Rim: alterag&o tubular (degeneragao hidropica, necrose tubular); lesdo
glomerular; espessamento de membrana basal de vasos; e cilindros;

e Pancreas: fibrose tecidual, atrofia acinar; e lesdo das ilhotas de
Langherhans.

e Baco: hiperplasia da polpa branca; hiperplasia da polpa vermelha; e
fibrose tecidual.

Os cortes de figado também foram corados pela coloragdo de Perls (Merck,
Darmstadt, Alemanha) para identificagdo dos graus histologicos de armazenamento
de ferro em hepatécitos, espagos sinusoidais e espago portal segundo Deugnier e
Turlin.®
Coloracao de AgNOR

Os cortes desparafinizados de figado e rim ficaram incubados em solugéo de
nitrato de prata ao abrigo de luz em camara umida durante 40 minutos a 60°C.
Posteriormente, as amostras foram lavadas em agua deionizada a 45°C e os cortes
foram contracorados com Van Gieson (“verde luz”) (Merck, Darmstadt, Alemanha)

por 3 minutos.*

A contagem das NORs (regides organizadoras de nucléolos) foi realizada
considerando-se 10 células/campo de grande aumento, repetindo-se em 10 campos
microscopicos aleatérios, totalizando a contagem em 100 células (hepatdcitos e

células tubulares renais) em cada animal.?*
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Analise estatistica

Variaveis expressas como escores foram consideradas ndo paramétricas. As
variaveis continuas foram submetidas ao teste de Shapiro-Wilk para validar o
pressuposto de normalidade dos dados, pelo qual se observou auséncia de
normalidade. Variaveis ndo paramétricas foram comparadas entre sexos pelo teste
de Mann-Whitney e entre grupos pelo teste de Kruskall-Wallis com contraste pelo
método de Dunn. Todas as analises foram conduzidas no Programa R,

considerando-se 5% de nivel de significancia.?®

Resultados

Uma fémea do grupo G2 foi a obito durante o estudo devido a infecgdo do

conduto auditivo.

Peso dos animais e ingestao da ragao

O peso inicial e final dos animais diferiu entre os sexos (p = 0,007), sendo
menor nas fémeas em todos os grupos (expostos e nao expostos ao glifosato). Nao
houve diferenga entre os grupos expostos e nao expostos (p = 0,29) e entre as vias
de exposigao ao glifosato (oral e inalatéria) (p > 0,05). Assim como, a quantidade de
ingesta da ragao néo diferiu entre grupos avaliados (p = 0,703) e entre os sexos (p >
0,05).

Analise bioquimica e histopatolégica dos 6rgaos
Figado

Os machos do grupo G3 e as fémeas dos grupos G5 e G8 apresentaram as
maiores concentragdes séricas de AST (p = 0,015) (Figura 2A). Os grupos G7 e G8
apresentaram as maiores concentragbes séricas de ALT (p = 0,02), e estas
concentragdes foram maiores nos animais do sexo feminino (p = 0,05) (Figura 2B)
(Tabela 2).
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Figura 2 - Média concentragao sérica por grupo estudado e segundo o sexo dos
animais (n=79). A — AST (aspartato aminotransferase) (U/L). B — ALT (alanina

aminotransferase) (U/L). Grupos: G1: controle inalatério; G2: controle oral; G3: baixa

concentracdo inalatério; G4: baixa concentragdo oral; G5: média concentragéo inalatério; G6: média

concentracao oral; G7: alta concentragao inalatério; G8: alta concentracao oral.
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Tabela 2 - Média (+ desvio padréo) da concentragdo sérica de ALT (U/L), AST (U/L),
creatinina (mg/dL) e ureia (mg/dL) por grupo de estudo, independente do sexo dos

animais (n=79).

Grupos AST ALT Creatinina Ureia
G1 188,97(x125,03)* 94,67(+34,40)° 0,33(+0,05)? 46,05 (+6,71)°
G2 182,37(+88,77) 99,57(+32,26)° 0,33(0,07) 46,68 (+8,47)"
G3 248,03(+201,38)°  104,94(+52,14)°  0,32(x0,06) 46,38 (£6,53)"
G4 210,87(x95,77)? 98,82(16,72)° 0,32(0,04)? 52,72 (i‘7,09)a'b
G5 227,03(x194,72)°  10516(x39,35°  0,34(x0,057 47,73 (¢6,00)°
G6 164,14(49,95)* 95,19(¢15,82)° 0,30(20,04) 53,02 (+6,38)"°
G7 228,54(+97,02)°  150,59(+133,70)°  0,35(x0,05) 43,43 (+6,83)"
G8 367,47(x233,56)°  146,06(x54,01)°  0,40(x0,09° 59,00 (8,10)°

Grupos: G1: controle inalatério; G2: controle oral; G3: baixa concentragdo inalatério; G4: baixa
concentragdo oral; G5: média concentragcido inalatério; G6: média concentracdo oral; G7: alta
concentracdo inalatério; G8: alta concentragdo oral. F: fémea; M: macho. AST: aspartato
aminotransferase; ALT: alanina aminotransferase. Letras mindsculas comparam os grupos ao mesmo

tempo e na mesma coluna. Letras diferentes significam p < 0,05, ondea#b,c; b#a,c;c#a,b.

Nao foram observados fibrose tecidual, colestase, cirrose hepatica, necrose
tecidual, necrose vascular, lesdes displasicas ou neoplasicas e depédsitos de ferro.

Inflamacédo discreta, caracterizada por infiltragcdo linfocitaria focal, foi
observada apenas em um animal fémea do grupo G5 e dois animais machos do
grupo G7 (p > 0,05).

Esteatose hepatica, predominantemente difusa, foi observada em todos os
animais expostos a média e alta concentracéo de glifosato, independente da via de
exposicao e sexo dos animais, e em 80% dos animais do grupo G3, onde houve

predominio nos machos (p < 0,05) (Figuras 3 e 4).
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Figura 3 - Incidéncia de esteatose hepatica por grupo de estudo e sexo dos animais

(n=79). Grupos: G1: controle inalatério; G2: controle oral; G3: baixa concentragéo inalatério; G4:
baixa concentragéo oral; G5: média concentragdo inalatério; G6: média concentragédo oral; G7: alta

concentracgao inalatério; G8: alta concentracdo oral.

Figura 4 - Fotomicroscopia do figado. A — Parénquima hepatico normal (animal
macho do grupo G1). B — Esteatose hepatica. Notar microvacualizagcdo do
citoplasma dos hepatdcitos (animal macho do grupo G5). Hematoxilina-eosina,

aumento de 400x. Barra de escala: 100 pm.

Quanto maior a concentragcao do agrotoxico maior foi a contagem de NORs

nos hepatdcitos (p < 0,05) (Tabela 3), assim como a via oral esteve associada a um
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maior numero de NORs do que a via inalatoria (p < 0,05). Nao houve diferenga entre

os sexos na contagem de NORs (p = 0,3465) (Figura 5).

Tabela 3 - Média (+ desvio padrdo) do numero de NORs (regides organizadoras de
nucléolos) nos hepatdcitos por grupo de estudo, independente do sexo dos animais
(n=79).

Grupos Numero de NORs  Grupos Numero de NORs

G1 202,7 (+15,24)* G2 234,0 (+7,82)

G3 285,1 (+16,36)"" G4 380,1 (+34,10)%°
G5 507,1 (+41,12)"° G6 642,4 (£35,09)5°
G7 911,6 (+69,05)* G8 1159,0 (+58,01)%°

Grupos: G1: controle inalatério; G2: controle oral; G3: baixa concentragido inalatério; G4: baixa
concentracdo oral; G5: média concentragdo inalatério; G6: média concentragao oral; G7: alta
concentracdo inalatério; G8: alta concentragéo oral. Letras mailsculas comparam grupos na mesma
linha. Letras minusculas comparam o0s grupos ao mesmo tempo e na mesma coluna. Letras
diferentes significam p < 0,05, onde A#B; a# b,c,d; b#a,c,d;c#a,b,d;ed#a,b,c.
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Figura 5 - Contagem de NORs (regides organizadoras de nucléolos) nos

hepatdcitos por grupo de estudo e segundo o sexo dos animais (p=79). Grupos: G1:
controle inalatério; G2: controle oral; G3: baixa concentragéo inalatério; G4: baixa concentragio oral;
G5: média concentragdo inalatéria; G6: média concentragdo oral; G7: alta concentragédo inalatério;

G8: alta concentracéo oral.
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Rim

A dosagem de creatinina n&o diferiu entre os sexos (p = 0,177). Na dosagem
de ureia, as fémeas apresentaram maior concentragcdo do que os machos (p =
0,01255) (Figura 6). Os grupos expostos por via inalatéria ndo apresentaram
diferenga na dosagem de creatinina (p = 0,47) e de ureia (p = 0,524). Os grupos
expostos por via oral apresentaram diferenga na dosagem de creatinina entre G8 x
(G2, G4, G6) (p = 0,02) e na dosagem de ureia entre G2 e G8 (p = 0,0119) (Tabela
2).
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Figura 6 - Média da concentragéo sérica por grupo de estudo e segundo o sexo dos
animais (n=79): A — Creatinina (mg/dL). B — Ureia (mg/dL). Grupos: G1: controle
inalatério; G2: controle oral; G3: baixa concentragdo inalatério; G4: baixa concentragdo oral; G5:

média concentragio inalatério; G6: média concentragdo oral; G7: alta concentragdo inalatério; G8:
alta concentragao oral.
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N&o se observou necrose tecidual, necrose vascular, lesdo glomerular,
espessamento de membrana basal de vasos e presenca de cilindros.

A maioria dos animais expostos ao glifosato apresentou alteragdo tubular,
predominantemente do tipo degeneracao hidrépica, enquanto os animais dos grupos
controle ndo apresentaram alteragdo (p < 0,05). A maior incidéncia de necrose
tubular ocorreu nos animais do grupo G8 (30% dos casos) (p < 0,05) (Figuras 7 e 8).
Nao houve diferenca entre o sexo dos animais em relacéo a incidéncia de alteracao
tubular (p = 0,05).
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B Necrose tubular
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Figura 7 - Numero de animais apresentando alteragdo tubular (degeneragao

hidrépica e necrose tubular) por grupo de estudo (n=79). Grupos: G1: controle inalatério;
G2: controle oral; G3: baixa concentragcado inalatério; G4: baixa concentragdo oral; G5: média
concentracao inalatério; G6: média concentracdo oral; G7: alta concentracdo inalatério; G8: alta

concentragao oral.
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Figura 8 - Fotomicroscopia do rim. A — Parénquima renal com tubulos e glomérulos
(asterisco) normais (animal fémea do grupo G1). B — Degeneragao hidropica tubular
renal. Notar citoplasma vacuolizado dos tubulos renais (setas) (animal fémea do
grupo G3). C — Necrose tubular aguda. Notar auséncia de nucleos em alguns
tubulos e fragmentagdo nuclear em outros (setas) (animal fémea do grupo G4).

Hematoxilina-eosina, aumento de 400x. Barra de escala: 100 pm.

Os grupos expostos a média e alta concentragéo de glifosato apresentaram
as maiores contagens de NORs (p < 0,05). Nao houve diferenga entre os sexos (p =
0,4407) e em relagéao a via de exposi¢gao na contagem de NORs (p > 0,05) (Tabela
4, Figura 9).
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Tabela 4 - Média (+ desvio padrdo) do numero de NORs (regides organizadoras de
nucléolos) nos tubulos renais por grupo de estudo, independente do sexo dos

animais (n=79).

Grupos Numero de NORs Grupos Numero de NORs
G1 1455 (+20,98) G2 143,1(+13,73)*
G3 187,7 (+26,03)*" G4 216,3 (+13,14)*°
G5 227,4 (+16,67)° G6 196,5 (+6,55)"°
G7 235,2 (+8,40)"° G8 255,6 (+16,65)*

Grupos: G1: controle inalatério; G2: controle oral; G3: baixa concentragdo inalatério; G4: baixa
concentragdo oral; G5: média concentragcdo inalatério; G6: média concentracdo oral; G7: alta
concentracdo inalatério; G8: alta concentragéo oral. Letras mailsculas comparam grupos na mesma
linha. Letras minusculas comparam o0s grupos ao mesmo tempo e na mesma coluna. Letras
diferentes significam p < 0,05, onde A#B; a#b,c,d; b#a,c,d;c#a,b,d;ed#a,b,c.
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Figura 9 - Contagem de NORs (regides organizadoras de nucléolos) nos tubulos

renais por grupo de estudo e segundo o sexo dos animais (p=79).Grupos: G1: controle

inalatério; G2: controle oral; G3: baixa concentragdo inalatério; G4: baixa concentracédo oral; G5:

média concentragéo inalatério; G6: média concentragdo oral; G7: alta concentragdo inalatério; G8:

alta concentragéao oral.
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Pancreas e bago
Nao foram observadas alteracbées no pancreas e no bagco de nenhum dos

animais estudados.

Discussao

No presente estudo, observamos aumento nos niveis de AST e ALT nos
animais expostos ao glifosato, principalmente em fémeas e naqueles expostos a alta
concentracao por via oral, além de esteatose em todos os expostos a média e alta
concentracdo. As fémeas expostas a alta concentracao por via oral apresentaram os
maiores niveis de ureia, e necrose tubular renal foi mais incidente nestes animais
também. A contagem de NORs no figado e no rim foi maior nos animais expostos a
média e alta concentragao de glifosato, sendo que no figado a contagem foi maior
nos grupos expostos por via oral.

Um estudo com ratos Sprague-Dawley tratados oralmente com diferentes
doses de glifosato mostrou diminuicdo de peso, de ganho de peso e da média de
ganho de peso diario apés 35 dias de exposigé\o.27 Em nosso estudo, ndo houve
alteragcao de peso ou de ingesta de ragao quando comparado grupos expostos € nao
expostos ao glifosato. Possivelmente, o fato de termos utilizado doses menores de
glifosato quando comparado a estudos anteriores e nao ter utilizado gavagem (uma
via ndo habitual de exposicdo humana) para administracdo do glifosato contribuiu
para que nao tenha ocorrido diminuicéo de peso ou de ingesta pelos animais.

Em um estudo com peixes expostos a doses subletais de glifosato por um ou
dois dias na agua, mostrou moderada degeneracdo de hepatdcitos e fibrose
hepatica?® Em outro estudo com exposicdo de 35 dias de ratos por via oral ao
glifosato, foi observado um aumento de AST e ALT, além de apoptose de alguns
hepatdcitos, necrose focal e infiltragdo de células mononucleares, mais acentuada
nos animais expostos a dosagens mais altas de glifosato e associada a aumento no
nivel de Interleucina (IL)-1b, um marcador pré-inflamatério.?” Outro estudo, também,
com ratos, mas expostos ao glifosato na agua de beber, mostrou ruptura nucleolar
nos hepatécitos e aumento significativo da area celular e citoplasmatica a
microscopia eletrdnica.’® Num caso descrito de tentativa de suicidio de uma mulher
jovem com ingestdo de 500mL de uma formulagdo concentrada de Roundup (um

agrotoxico a base de glifosato), observou-se congestao acentuada dos sinusdides
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hepaticos e esteatose leve microvesicular e macrovesicular na regiao
centrolobular.?® No presente estudo, houve aumento das concentracdes séricas de
AST nos grupos G3, G5 e G8; enquanto as concentragdes de ALT foram maiores
nos grupos expostos a média e alta concentracao de glifosato. Presenca de infiltrado
inflamatorio mononuclear hepatico foi descrito em alguns estudos, porém noés
observamos apenas em trés animais expostos ao glifosato, possivelmente por
termos utilizados concentracbes menores que as utilizadas anteriormente, o que
justifica também n&o termos observado necrose tecidual ou vascular. Embora nao
tenhamos observado processo inflamatorio na maioria dos animais expostos, houve
um aumento progressivo na contagem de NORs, com o aumento da dose de
exposicao ao glifosato, sendo mais observado na exposi¢ao pela via oral. As NORs,
regides organizadoras de nucléolos, sdo marcadores de proliferagao celular.? Estes
dados mostram que independente do estimulo de processo inflamatério, tivemos
destruicdo hepatocitos e tentativa de regeneragdo nos animais expostos. Isto
justifica termos observado aumento nos niveis de ALT e AST principalmente nos
grupos expostos a maiores concentragdes de glifosato.

Neste estudo, observamos esteatose hepatica do tipo microvesicular (a qual
esta associada a exposicdo a grande parte dos agentes quimicos) na maioria dos
animais expostos a baixa concentragao inalatoria e a média e alta concentragao oral
e inalatéria. Esteatose € um acumulo de triglicerideos dentro dos hepatécitos por
alteracdo do metabolismo Iip|’dico.9 Condicdes lipotoxicas e estresse oxidativo e
alteracbes metabdlicas associadas a marcadores de hepatotoxicidade foram
observadas em um estudo experimental com ratos.” Nosso achado de esteatose
hepatica, junto ao de outro estudo que mostrou aumento de niveis séricos de
triglicerideos em animais expostos ao glifosato,16 mostra que este agrotoxico pode
alterar o metabolismo hepatico de lipideos. Além disso, nosso estudo corrobora os
dados de outros estudos, onde doses/concentracdes mais elevadas de glifosato,
mesmo quando utilizadas conforme descrito na bula do produto, causam mais dano
hepatico.

Os agrotoxicos tém sido aventados como possiveis causadores de doenga
renal crbnica de origem multifatorial, principalmente na presencga de outros fatores,
como fluor, desnutricdo e desidratagdo crdnicas,®' assim como o glifosato tem sido
associado a nefropatia agricola em algumas regides agriculturaveis do mundo.™

Estudos com exposicdo de ratos ao glifosato descreveram alteragbes nos
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parametros bioquimicos e urinarios, como perda de ions e diminuigdo da creatinina

1, assim

urinaria, os quais sao sugestivos de comprometimento da fungédo rena
como aumento significativo de células necréticas e apoptéticas principalmente no
epitélio tubular, necrose tubular e toxicidade glomerular, associados a niveis
elevados de creatinina e a exposicdo a doses mais elevadas.?’* Em um caso de
intoxicagdo aguda por alta dose de glifosato em uma mulher jovem, os rins
apresentaram congestdo vascular e cilindros proteinaceos nos tufos glomerulares e
na luz dos tubulos.?® No presente estudo, as dosagens séricas de creatinina e ureia
foram mais elevadas nos grupos expostos a alta concentragdo oral de glifosato e
alteracao tubular ocorreu somente nos grupos expostos. A contagem de NORs foi
maior nos grupos expostos a média e alta concentragdo, mostrando uma maior
necessidade de reepitelizagcdo dos tubulos nestes animais. Embora ndo tenha
havido diferenga significativa entre as vias de exposi¢cdo (oral e inalatéria) na
contagem de NORs, esta contagem foi maior no grupo exposto a alta concentragéo
oral, o mesmo que apresentou maior incidéncia de necrose tubular (30% dos
animais) e maiores niveis séricos de creatinina e ureia. Estes nossos dados
reafirmam a possibilidade de dano renal, tanto funcional quanto morfolégico
mediante a exposigado ao glifosato, mesmo utilizando concentragdes indicadas na
bula do produto e que altas concentra¢des sdo mais danosas a rim.

Num estudo com ratos Sprague-Dawley expostos ao glifosato na agua de
beber, os machos apresentaram danos ao figado e rim de forma mais aguda do que
as fémeas, com aumento da taxa de morte prematura destes animais.'® AST e ALT
sdo marcadores importantes de dano hepatico e os genes tem um papel importante
nas diferengas nos niveis sanguineos destes marcadores entre os géneros.>
Estudos com animais* e com seres humanos' mostraram que as fémeas
apresentam niveis mais elevados de ALT e AST frente a exposicdo a agentes
hepatotoxicos. Os niveis de ureia e creatina também podem ser afetados pelo
género em seres humanos.?® Em um estudo com exposicao de ratos a cisplatina, as
fémeas apresentaram niveis mais elevados de ureia e creatina do que os machos."’
Assim como em outros estudos, observamos niveis mais elevados de AST, ALT e
ureia nas fémeas expostas ao glifosato do que nos machos, porém n&o houve
diferenga entre os sexos em relagdo aos parametros histolégicos avaliados (dano

estrutural e contagem de NORs). Nossos dados mostram que as fémeas
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apresentam mais dano funcional frente a exposi¢céo ao glifosato, porém isto ndo se
reflete em um maior dano estrutural.

Varios estudos demonstraram que a exposi¢ao ao glifosato acarreta em
estresse oxidativo em varios dérgdos e tecidos, incluindo o figado e os rins.?’ A
formacao de espécies reativas de oxigénio associada a exposicéo glifosato podem
justificar as alteragdes hepaticas e renais encontradas em nosso estudo e em outros
estudos realizados anteriormente.

No presente estudo ndo observamos alteragdes histoldgicos no bago. Um
estudo anterior com exposig&o cronica ao agrotoxico 2,4-acido diclorofenoxiacético
(2,4-D), com vias de exposicdo semelhantes ao nosso, também n&o observou
alteragdes esplénicas.® A auséncia, nos animais expostos ao glifosato, de fibrose ou
cirrose hepatica, causas de hipertensao portal, o que pode levar a uma congestéao
esplénica (hiperplasia de polpa vermelha), e de inflamag&o nos 6rgéo avaliados, o
que pode levar a uma hiperplasia de polpa branca, podem justificar ndo termos
observado alteracdes esplénicas.

Alguns estudos tém mostrado uma relagao entre diabetes tipo Il e exposicao a
varias classes de agrotoxicos (organofosforados, organoclorados, carbabamatos e

inseticidas) em seres humanos,®"'?

sendo esta relagdo mais evidente em individuos
obesos.?" Um estudo experimental em ratos com exposicdo cronica por seis meses
ao 2,4-D mostrou atrofia das ilhotas de Langerhans nos animais expostos.® Em
nosso estudo, ndo observamos alteracbes pancreaticas nos animais expostos ao
glifosato. Isto pode ser devido ao pancreas ndo ser um 6rgao alvo deste agrotoxico
quando utilizado em concentracdes descritas na bula do produto ou ao tempo de
exposicao empregado em nosso estudo (75 dias). Estudos com exposicdo por
tempo mais prolongado ao glifosato poderao esclarecer melhor se o pancreas pode
ser um 6rgéao alvo deste agrotoxico ou nao.

Com os dados do presente estudo, podemos concluir que a exposicao a altas
concentragdes de glifosato, principalmente por via oral, causa maior dano hepatico e
renal (tanto a nivel funcional quanto morfolégico). As fémeas apresentam mais
alteracdes bioquimicas hepaticas e renais do que os machos mediante a exposi¢ao
ao glifosato. O dano ocorre mesmo utilizando concentragbes determinadas pelo

fabricante.
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Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been
published elsewhere are required to obtain permission from the copyright owner(s)
for both the print and online format and to include evidence that such permission has
been granted when submitting their papers. Any material received without such
evidence will be assumed to originate from the authors.

Online Submission

Please follow the hyperlink “Submit online” on the right and upload all of your
manuscript files following the instructions given on the screen.

Please ensure you provide all relevant editable source files. Failing to submit these
source files might cause unnecessary delays in the review and production process.

Title Page

The title page should include:

o The name(s) of the author(s)
e A concise and informative title

- Please avoid acronyms in the title of your article

- For local studies, please indicate the name of the region and country in the
title.

o The affiliation(s) and address(es) of the author(s)
« The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author

Abstract

Please provide an abstract of about 10 to 15 lines.

Keywords

Please provide 6 to 8 keywords which can be used for indexing purposes.

Text
Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.

e Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.
e Use italics for emphasis.
o Use the automatic page numbering function to number the pages.
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Do not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.

Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word
versions).

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.
LaTeX macro package (Download zip, 188 kB)

Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation
of a reference included in the reference list. They should not consist solely of a
reference citation, and they should never include the bibliographic details of a
reference. They should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be
indicated by superscript lower-case letters (or asterisks for significance values and
other statistical data). Footnotes to the title or the authors of the article are not given
reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate
section on the title page. The names of funding organizations should be written in full.

Additional Information Text Formatting

All manuscripts should be formatted containing continuous line numbering. Use the
page and line numbering function to number the pages.

References
Citation

Cite references in the text by name and year in parentheses. Some examples:


http://static.springer.com/sgw/documents/468198/application/zip/LaTeX_DL_468198_240419.zip
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o Negotiation research spans many disciplines (Thompson 1990).

« This result was later contradicted by Becker and Seligman (1996).

o This effect has been widely studied (Abbott 1991; Barakat et al. 1995a, b;
Kelso and Smith 1998; Medvec et al. 1999, 2000).

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that
have been published or accepted for publication. Personal communications and
unpublished works should only be mentioned in the text. Do not use footnotes or
endnotes as a substitute for a reference list.

Reference list entries should be alphabetized by the last names of the first author of
each work. Order multi-author publications of the same first author alphabetically with
respect to second, third, etc. author. Publications of exactly the same author(s) must
be ordered chronologically.

o Journal article
Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet L
(2009) Effect of high intensity intermittent training on heart rate variability in

prepubescent children. Eur J Appl Physiol 105:731-738.
https://doi.org/10.1007/s00421-008-0955-8

Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in
long author lists will also be accepted:

Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N
Engl J Med 965:325-329

o Article by DOI

Slifka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine
production. J Mol Med. https://doi.org/10.1007/s001090000086

e Book

South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London

e Book chapter

Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of
modern genomics, 3rd edn. Wiley, New York, pp 230-257

¢ Online document

Cartwright J (2007) Big stars have weather too. IOP Publishing PhysicsWeb.
http://physicsweb.org/articles/news/11/6/16/1. Accessed 26 June 2007
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« Dissertation

Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of
California

Always use the standard abbreviation of a journal’s name according to the ISSN List
of Title Word Abbreviations, see

ISSN LTWA
If you are unsure, please use the full journal title.

For authors using EndNote, Springer provides an output style that supports the
formatting of in-text citations and reference list.

EndNote style (Download zip, 3 kB)

Specific Remarks

e Online documents:wikipedia documents are not acceptable as references.

o LanguageReferences should be in English with an appropriate title in English.
If it's in a different language the language should be indicatedZhu J, Wu F-C,
Deng Q-J, Shao S-X, Mo C-L, Pan X-L, Li W, Zhang R-Y (2009)
Environmental characteristics of water near the Xikuangshan antimony mine.
Acta Scientiae Circumstantiae 29:655-661 (in Chinese)

Tables

e All tables are to be numbered using Arabic numerals.

« Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

o For each table, please supply a table caption (title) explaining the components
of the table.

« ldentify any previously published material by giving the original source in the
form of a reference at the end of the table caption.

o Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or
asterisks for significance values and other statistical data) and included
beneath the table body.

Artwork and lllustrations Guidelines
Electronic Figure Submission

o Supply all figures electronically.

e Indicate what graphics program was used to create the artwork.

« For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use
TIFF format. MSOffice files are also acceptable.

« Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

o Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Fig1.eps.
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Definition: Black and white graphic with no shading.

Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering
within the figures are legible at final size.

All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a
minimum resolution of 1200 dpi.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Halftone Art
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Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.
If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale

bars within the figures themselves.

Combination Art

Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.
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Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line

drawing, extensive lettering, color diagrams, etc.

Color Art

Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color art is free of charge for online publication.
If black and white will be shown in the print version, make sure that the main

information will still be visible. Many colors are not distinguishable from one
another when converted to black and white. A simple way to check this is to
make a xerographic copy to see if the necessary distinctions between the

different colors are still apparent.

captions.

Figure Lettering

about 2-3 mm (8-12 pt).

If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the

Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).
Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use

8-pt type on an axis and 20-pt type for the axis label.
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e Avoid effects such as shading, outline letters, etc.
« Do notinclude titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.
Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures,
continue the consecutive numbering of the main text. Do not number the
appendix figures,"A1, A2, A3, etc." Figures in online appendices (Electronic
Supplementary Material) should, however, be numbered separately.

Figure Captions

« Each figure should have a concise caption describing accurately what the
figure depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, not in the
figure file.

o Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure
number, also in bold type.

e No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be
placed at the end of the caption.

« ldentify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes,
circles, etc., as coordinate points in graphs.

« ldentify previously published material by giving the original source in the form
of a reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

o Figures should be submitted separately from the text, if possible.

o When preparing your figures, size figures to fit in the column width.

e For large-sized journals the figures should be 84 mm (for double-column text
areas), or 174 mm (for single-column text areas) wide and not higher than 234
mm.

e For small-sized journals, the figures should be 119 mm wide and not higher
than 195 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain
permission from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please
be aware that some publishers do not grant electronic rights for free and that
Springer will not be able to refund any costs that may have occurred to receive these
permissions. In such cases, material from other sources should be used.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your
figures, please make sure that
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« All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-
speech software or a text-to-Braille hardware)

o Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information
(colorblind users would then be able to distinguish the visual elements)

e Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

Please note:
e Color art is free of charge for online and print publication.
Electronic Supplementary Material

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and
other supplementary files to be published online along with an article or a book
chapter. This feature can add dimension to the author's article, as certain information
cannot be printed or is more convenient in electronic form.

Before submitting research datasets as electronic supplementary material, authors
should read the journal’'s Research data policy. We encourage research data to be
archived in data repositories wherever possible.

Submission

o Supply all supplementary material in standard file formats.

o Please include in each file the following information: article title, journal name,
author names; affiliation and e-mail address of the corresponding author.

« To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files
may require very long download times and that some users may experience
other problems during downloading.

Audio, Video, and Animations

Aspect ratio: 16:9 or 4:3

Maximum file size: 25 GB

Minimum video duration: 1 sec

Supported file formats: avi, wmv, mp4, mov, m2p, mp2, mpg, mpeg, flv, mxf,
mts, m4v, 3gp

Text and Presentations
e Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-
term viability.
e A collection of figures may also be combined in a PDF file.
Spreadsheets

e Spreadsheets should be submitted as .csv or .xIsx files (MS Excel).

Specialized Formats
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e Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica
notebook), and .tex can also be supplied.

Collecting Multiple Files
e Itis possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.
Numbering

o If supplying any supplementary material, the text must make specific mention
of the material as a citation, similar to that of figures and tables.

« Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in
the animation (Online Resource 3)", “... additional data are given in Online
Resource 4”.

« Name the files consecutively, e.g. “‘ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.
Captions

e For each supplementary material, please supply a concise caption describing
the content of the file.

Processing of supplementary files

« Electronic supplementary material will be published as received from the
author without any conversion, editing, or reformatting.

Accessibility

In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your
supplementary files, please make sure that

e The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary
material

« Video files do not contain anything that flashes more than three times per
second (so that users prone to seizures caused by such effects are not put at
risk)

English Language Editing

For editors and reviewers to accurately assess the work presented in your
manuscript you need to ensure the English language is of sufficient quality to be
understood. If you need help with writing in English you should consider:

« Asking a colleague who is a native English speaker to review your manuscript
for clarity.

« Visiting the English language tutorial which covers the common mistakes
when writing in English.

« Using a professional language editing service where editors will improve the
English to ensure that your meaning is clear and identify problems that require
your review. Two such services are provided by our affiliates Nature Research
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Editing Service and American Journal Experts. Springer authors are entitled to
a 10% discount on their first submission to either of these services, simply
follow the links below.

English language tutorial
Nature Research Editing Service
American Journal Experts

Please note that the use of a language editing service is not a requirement for
publication in this journal and does not imply or guarantee that the article will be
selected for peer review or accepted.

If your manuscript is accepted it will be checked by our copyeditors for spelling and
formal style before publication.

Ethical Responsibilities of Authors

This journal is committed to upholding the integrity of the scientific record. As a
member of the Committee on Publication Ethics (COPE) the journal will follow the
COPE guidelines on how to deal with potential acts of misconduct.

Authors should refrain from misrepresenting research results which could damage
the trust in the journal, the professionalism of scientific authorship, and ultimately the
entire scientific endeavour. Maintaining integrity of the research and its presentation
is helped by following the rules of good scientific practice, which include*:

e The manuscript should not be submitted to more than one journal for
simultaneous consideration.

e The submitted work should be original and should not have been published
elsewhere in any form or language (partially or in full), unless the new work
concerns an expansion of previous work. (Please provide transparency on the
re-use of material to avoid the concerns about text-recycling (‘self-plagiarism’).

e A single study should not be split up into several parts to increase the quantity
of submissions and submitted to various journals or to one journal over time
(i.e. ‘salami-slicing/publishing’).

o Concurrent or secondary publication is sometimes justifiable, provided certain
conditions are met. Examples include: translations or a manuscript that is
intended for a different group of readers.

« Results should be presented clearly, honestly, and without fabrication,
falsification or inappropriate data manipulation (including image based
manipulation). Authors should adhere to discipline-specific rules for acquiring,
selecting and processing data.

« No data, text, or theories by others are presented as if they were the author’s
own (‘plagiarism’). Proper acknowledgements to other works must be given
(this includes material that is closely copied (near verbatim), summarized
and/or paraphrased), quotation marks (to indicate words taken from another
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source) are used for verbatim copying of material, and permissions secured
for material that is copyrighted.

Important note: the journal may use software to screen for plagiarism.

e Authors should make sure they have permissions for the use of software,
questionnaires/(web) surveys and scales in their studies (if appropriate).

« Research articles and non-research articles (e.g. Opinion, Review, and
Commentary articles) must cite appropriate and relevant literature in support
of the claims made. Excessive and inappropriate self-citation or coordinated
efforts among several authors to collectively self-cite is strongly discouraged.

e Authors should avoid untrue statements about an entity (who can be an
individual person or a company) or descriptions of their behavior or actions
that could potentially be seen as personal attacks or allegations about that
person.

« Research that may be misapplied to pose a threat to public health or national
security should be clearly identified in the manuscript (e.g. dual use of
research). Examples include creation of harmful consequences of biological
agents or toxins, disruption of immunity of vaccines, unusual hazards in the
use of chemicals, weaponization of research/technology (amongst others).

o Authors are strongly advised to ensure the author group, the Corresponding
Author, and the order of authors are all correct at submission. Adding and/or
deleting authors during the revision stages is generally not permitted, but in
some cases may be warranted. Reasons for changes in authorship should be
explained in detail. Please note that changes to authorship cannot be made
after acceptance of a manuscript.

*All of the above are guidelines and authors need to make sure to respect third
parties rights such as copyright and/or moral rights.

Upon request authors should be prepared to send relevant documentation or data in
order to verify the validity of the results presented. This could be in the form of raw
data, samples, records, etc. Sensitive information in the form of confidential or
proprietary data is excluded.

If there is suspicion of misbehavior or alleged fraud the Journal and/or Publisher will
carry out an investigation following COPE guidelines. If, after investigation, there are
valid concerns, the author(s) concerned will be contacted under their given e-mail
address and given an opportunity to address the issue. Depending on the situation,
this may result in the Journal’s and/or Publisher’s implementation of the following
measures, including, but not limited to:

« If the manuscript is still under consideration, it may be rejected and returned to
the author.

« If the article has already been published online, depending on the nature and
severity of the infraction:

- an erratum/correction may be placed with the article
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- an expression of concern may be placed with the article
- or in severe cases retraction of the article may occur.

The reason will be given in the published erratum/correction, expression of concern
or retraction note. Please note that retraction means that the article is maintained on
the platform, watermarked “retracted” and the explanation for the retraction is
provided in a note linked to the watermarked article.

e The author’s institution may be informed

« A notice of suspected transgression of ethical standards in the peer review
system may be included as part of the author’s and article’s bibliographic
record.

Fundamental errors

Authors have an obligation to correct mistakes once they discover a significant error
or inaccuracy in their published article. The author(s) is/are requested to contact the
journal and explain in what sense the error is impacting the article. A decision on how
to correct the literature will depend on the nature of the error. This may be a
correction or retraction. The retraction note should provide transparency which parts
of the article are impacted by the error.

Suggesting / excluding reviewers

Authors are welcome to suggest suitable reviewers and/or request the exclusion of
certain individuals when they submit their manuscripts. When suggesting reviewers,
authors should make sure they are totally independent and not connected to the work
in any way. It is strongly recommended to suggest a mix of reviewers from different
countries and different institutions. When suggesting reviewers, the Corresponding
Author must provide an institutional email address for each suggested reviewer, or, if
this is not possible to include other means of verifying the identity such as a link to a
personal homepage, a link to the publication record or a researcher or author ID in
the submission letter. Please note that the Journal may not use the suggestions, but
suggestions are appreciated and may help facilitate the peer review process.

Authorship principles

These guidelines describe authorship principles and good authorship practices to
which prospective authors should adhere to.

Authorship clarified

The Journal and Publisher assume all authors agreed with the content and that all
gave explicit consent to submit and that they obtained consent from the responsible
authorities at the institute/organization where the work has been carried

out, before the work is submitted.
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The Publisher does not prescribe the kinds of contributions that warrant authorship. It
is recommended that authors adhere to the guidelines for authorship that are
applicable in their specific research field. In absence of specific guidelines it is
recommended to adhere to the following guidelines™:

All authors whose names appear on the submission

1) made substantial contributions to the conception or design of the work; or the
acquisition, analysis, or interpretation of data; or the creation of new software used in
the work;

2) drafted the work or revised it critically for important intellectual content;
3) approved the version to be published; and

4) agree to be accountable for all aspects of the work in ensuring that questions
related to the accuracy or integrity of any part of the work are appropriately
investigated and resolved.

* Based on/adapted from:
ICMJE, Defining the Role of Authors and Contributors,

Transparency in authors’ contributions and responsibilities to promote integrity in
scientific publication, McNutt at all, PNAS February 27, 2018

Disclosures and declarations

All authors are requested to include information regarding sources of funding,
financial or non-financial interests, study-specific approval by the appropriate ethics
committee for research involving humans and/or animals, informed consent if the
research involved human participants, and a statement on welfare of animals if the
research involved animals (as appropriate).

The decision whether such information should be included is not only dependent on
the scope of the journal, but also the scope of the article. Work submitted for
publication may have implications for public health or general welfare and in those
cases it is the responsibility of all authors to include the appropriate disclosures and
declarations.

Data transparency

All authors are requested to make sure that all data and materials as well as software
application or custom code support their published claims and comply with field
standards. Please note that journals may have individual policies on (sharing)
research data in concordance with disciplinary norms and expectations. Please


http://www.icmje.org/recommendations/browse/roles-and-responsibilities/defining-the-role-of-authors-and-contributors.html
https://doi.org/10.1073/pnas.1715374115
https://doi.org/10.1073/pnas.1715374115
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check the Instructions for Authors of the Journal that you are submitting to for specific
instructions.

Role of the Corresponding Author

One author is assigned as Corresponding Author and acts on behalf of all co-
authors and ensures that questions related to the accuracy or integrity of any part of
the work are appropriately addressed.

The Corresponding Author is responsible for the following requirements:

e ensuring that all listed authors have approved the manuscript before
submission, including the names and order of authors;

e managing all communication between the Journal and all co-authors, before
and after publication;*

e providing transparency on re-use of material and mention any unpublished
material (for example manuscripts in press) included in the manuscript in a
cover letter to the Editor;

e making sure disclosures, declarations and transparency on data statements
from all authors are included in the manuscript as appropriate (see above).

* The requirement of managing all communication between the journal and all co-
authors during submission and proofing may be delegated to a Contact or Submitting
Author. In this case please make sure the Corresponding Author is clearly indicated
in the manuscript.

Author contributions

In absence of specific instructions and in research fields where it is possible to
describe discrete efforts, the Publisher recommends authors to include contribution
statements in the work that specifies the contribution of every author in order to
promote transparency. These contributions should be listed at the separate title

page.
Examples of such statement(s) are shown below:

* Free text:

All authors contributed to the study conception and design. Material preparation, data
collection and analysis were performed by [full name], [full name] and [full name].
The first draft of the manuscript was written by [full name] and all authors commented
on previous versions of the manuscript. All authors read and approved the final
manuscript.

Example: CRediT taxonomy:

» Conceptualization: [full name], ...; Methodology: [full name], ...; Formal analysis
and investigation: [full name], ...; Writing - original draft preparation: [full name, ...];


https://www.casrai.org/credit.html
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Writing - review and editing: [full name], ...; Funding acquisition: [full name], ...;
Resources: [full name], ...; Supervision: [full name],....

For review articles where discrete statements are less applicable a statement
should be included who had the idea for the article, who performed the literature
search and data analysis, and who drafted and/or critically revised the work.

For articles that are based primarily on the student’s dissertation or thesis, it is
recommended that the student is usually listed as principal author:

A Graduate Student’s Guide to Determining Authorship Credit and Authorship Order,
APA Science Student Council 2006

Affiliation

The primary affiliation for each author should be the institution where the majority of
their work was done. If an author has subsequently moved, the current address may
additionally be stated. Addresses will not be updated or changed after publication of
the article.

Changes to authorship

Authors are strongly advised to ensure the correct author group, the Corresponding
Author, and the order of authors at submission. Changes of authorship by adding or
deleting authors, and/or changes in Corresponding Author, and/or changes in the
sequence of authors are not accepted after acceptance of a manuscript.

o Please note that author names will be published exactly as they appear
on the accepted submission!

Please make sure that the names of all authors are present and correctly spelled,
and that addresses and affiliations are current.

Adding and/or deleting authors at revision stage are generally not permitted, but in
some cases it may be warranted. Reasons for these changes in authorship should be
explained. Approval of the change during revision is at the discretion of the Editor-in-
Chief. Please note that journals may have individual policies on adding and/or
deleting authors during revision stage.

Author identification

Authors are recommended to use their ORCID ID when submitting an article for
consideration or acquire an ORCID ID via the submission process.

Deceased or incapacitated authors

For cases in which a co-author dies or is incapacitated during the writing,
submission, or peer-review process, and the co-authors feel it is appropriate to


https://www.apa.org/science/leadership/students/authorship-paper.pdf
https://www.apa.org/science/leadership/students/authorship-paper.pdf
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include the author, co-authors should obtain approval from a (legal) representative
which could be a direct relative.

Authorship issues or disputes

In the case of an authorship dispute during peer review or after acceptance and
publication, the Journal will not be in a position to investigate or adjudicate. Authors
will be asked to resolve the dispute themselves. If they are unable the Journal
reserves the right to withdraw a manuscript from the editorial process or in case of a
published paper raise the issue with the authors’ institution(s) and abide by its
guidelines.

Confidentiality

Authors should treat all communication with the Journal as confidential which
includes correspondence with direct representatives from the Journal such as
Editors-in-Chief and/or Handling Editors and reviewers’ reports unless explicit
consent has been received to share information.

Important note:

Please note that — contrary to the text above — according to the policy of ESPR,
any addition/removal of authors or change in order list are prohibited during all
the review process. The original authorship must remain the same suring all
the review process.

Compliance with Ethical Standards

To ensure objectivity and transparency in research and to ensure that accepted
principles of ethical and professional conduct have been followed, authors should
include information regarding sources of funding, potential conflicts of interest
(financial or non-financial), informed consent if the research involved human
participants, and a statement on welfare of animals if the research involved animals.

Authors should include the following statements (if applicable) in a separate section
entitled “Compliance with Ethical Standards” when submitting a paper:

o Disclosure of potential conflicts of interest
e Research involving Human Participants and/or Animals
e Informed consent

Please note that standards could vary slightly per journal dependent on their peer
review policies (i.e. single or double blind peer review) as well as per journal subject
discipline. Before submitting your article check the instructions following this section
carefully.

The corresponding author should be prepared to collect documentation of
compliance with ethical standards and send if requested during peer review or after
publication.
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The Editors reserve the right to reject manuscripts that do not comply with the above-
mentioned guidelines. The author will be held responsible for false statements or
failure to fulfill the above-mentioned guidelines.

Disclosure of potential conflicts of interest

Authors must disclose all relationships or interests that could have direct or potential
influence or impart bias on the work. Although an author may not feel there is any
conflict, disclosure of relationships and interests provides a more complete and
transparent process, leading to an accurate and objective assessment of the work.
Awareness of a real or perceived conflicts of interest is a perspective to which the
readers are entitled. This is not meant to imply that a financial relationship with an
organization that sponsored the research or compensation received for consultancy
work is inappropriate. Examples of potential conflicts of interests that are directly or
indirectly related to the research may include but are not limited to the following:

e Research grants from funding agencies (please give the research funder and

the grant number)

Honoraria for speaking at symposia

Financial support for attending symposia

Financial support for educational programs

Employment or consultation

Support from a project sponsor

Position on advisory board or board of directors or other type of management

relationships

o Multiple affiliations

« Financial relationships, for example equity ownership or investment interest

« Intellectual property rights (e.g. patents, copyrights and royalties from such
rights)

« Holdings of spouse and/or children that may have financial interest in the work

In addition, interests that go beyond financial interests and compensation (non-
financial interests) that may be important to readers should be disclosed. These may
include but are not limited to personal relationships or competing interests directly or
indirectly tied to this research, or professional interests or personal beliefs that may
influence your research.

The corresponding author collects the conflict of interest disclosure forms from all
authors. In author collaborations where formal agreements for representation allow it,
it is sufficient for the corresponding author to sign the disclosure form on behalf of all
authors. Examples of forms can be found

here:

The corresponding author will include a summary statement in the text of the
manuscript in a separate section before the reference list, that reflects what is
recorded in the potential conflict of interest disclosure form(s).

See below examples of disclosures:


https://www.springer.com/gp/authors-editors/journal-author/journal-author-helpdesk/editorial-policies/14214
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Funding: This study was funded by X (grant number X).

Conflict of Interest: Author A has received research grants from Company A. Author
B has received a speaker honorarium from Company X and owns stock in Company
Y. Author C is a member of committee Z.

If no conflict exists, the authors should state:
Conflict of Interest: The authors declare that they have no conflict of interest.

Research Data Policy

The journal encourages authors, where possible and applicable, to deposit data that
support the findings of their research in a public repository. Authors and editors who
do not have a preferred repository should consult Springer Nature’s list of
repositories and research data policy.

List of Repositories
Research Data Policy

General repositories - for all types of research data - such as figshare and Dryad may
also be used.

Datasets that are assigned digital object identifiers (DOls) by a data repository may
be cited in the reference list. Data citations should include the minimum information
recommended by DataCite: authors, title, publisher (repository name), identifier.

DataCite

Springer Nature provides a research data policy support service for authors and
editors, which can be contacted at researchdata@springernature.com.

This service provides advice on research data policy compliance and on finding
research data repositories. It is independent of journal, book and conference
proceedings editorial offices and does not advise on specific manuscripts.

Helpdesk

After Acceptance

Upon acceptance of your article you will receive a link to the special Author Query
Application at Springer's web page where you can sign the Copyright Transfer
Statement online and indicate whether you wish to order OpenChoice and offprints.


http://www.springernature.com/gp/group/data-policy/repositories
http://www.springernature.com/gp/group/data-policy/faq
https://www.datacite.org/
http://www.springernature.com/gp/group/data-policy/helpdesk
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Once the Author Query Application has been completed, your article will be
processed and you will receive the proofs.

Copyright transfer

Authors will be asked to transfer copyright of the article to the Publisher (or grant the
Publisher exclusive publication and dissemination rights). This will ensure the widest
possible protection and dissemination of information under copyright laws.

Offprints

Offprints can be ordered by the corresponding author.

Color illustrations

Publication of color illustrations is free of charge.

Proof reading

The purpose of the proof is to check for typesetting or conversion errors and the
completeness and accuracy of the text, tables and figures. Substantial changes in
content, e.g., new results, corrected values, title and authorship, are not allowed
without the approval of the Editor.

After online publication, further changes can only be made in the form of an Erratum,
which will be hyperlinked to the article.

Online First

The article will be published online after receipt of the corrected proofs. This is the
official first publication citable with the DOI. After release of the printed version, the
paper can also be cited by issue and page numbers.

Open Choice

Open Choice allows you to publish open access in more than 1850 Springer Nature
journals, making your research more visible and accessible immediately on
publication.

Article processing charges (APCs) vary by journal — view the full list
Benefits:

e Increased researcher engagement: Open Choice enables access by anyone
with an internet connection, immediately on publication.

o Higher visibility and impact: In Springer hybrid journals, OA articles are
accessed 4 times more often on average, and cited 1.7 more times on
average®*.


https://www.springernature.com/de/open-research/journals-books/journals
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o [Easy compliance with funder and institutional mandates: Many funders require
open access publishing, and some take compliance into account when
assessing future grant applications.

It is easy to find funding to support open access — please see our funding and
support pages for more information.

*) Within the first three years of publication. Springer Nature hybrid journal OA impact
analysis, 2018.

Open Choice
Funding and Support pages

Copyright and license term — CC BY

Open Choice articles do not require transfer of copyright as the copyright remains
with the author. In opting for open access, the author(s) agree to publish the article
under the Creative Commons Attribution License.


https://www.springer.com/gp/open-access/springer-open-choice?wt_mc=Internal.Internal.1.AUT642.OpenChoice_IFA&utm_medium=internal&utm_source=internal&utm_content=5282018&utm_campaign=1_barz01_openchoice_ifa
https://www.springernature.com/gp/open-research/funding/articles?wt_mc=Internal.Internal.1.AUT642.Funding_IFA&utm_medium=internal&utm_source=internal&utm_content=5282018&utm_campaign=1_barz01_funding_ifa
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ANEXO C - NORMAS DE PUBLICAGAO - ARTIGO 2 - COMPARATIVE
MEDICINE

Comparative Medicine (CM)

Comparative Medicine (CM), an international journal of comparative and
experimental medicine, is the leading English-language publication in the field and is
ranked by the Science Citation Index in the upper third of all scientific journals. The
mission of CM is to disseminate high-quality, peer-reviewed information that expands
biomedical knowledge and promotes human and animal health through the study of
laboratory animal disease, animal models of disease, and basic biologic mechanisms
related to disease in people and animals.

The journal is published six times a year: February, April, June, August, October, and
December. A winner of three national awards, Comparative Medicine is indexed in
Index Medicus. Dr. Linda Toth is the editor in chief over CM and JAALAS; Dr. Ravi
Tolwani of The Rockefeller University is the associate editor for CM. The production
office for the journal is located at the AALAS national office in Memphis, TN. For
more information about the journal, contact us.

e Average submission to final decision time: 55 days

e 540 pages printed in 2016

e 48% acceptance rate

CM and JAALAS General Information
The American Association for Laboratory Animal Science (AALAS) currently publishes two
journals containing data-driven, peer-reviewed articles.

The types of articles accepted are Case Studies, Research Reports, Overviews, and
Letters to the Editor.

The editorial style of AALAS journals is based on that described in Scientific Style and
Format: The CSE Manual for Authors, Editors, and Publishers (seventh edition). Consult
previous issues of the relevant journal for information not addressed in Scientific Style and
Format or the following material.

Manuscript Preparation

Authors are encouraged to consult the ARRIVE guidelines in preparing their
manuscript for review.

Access this template for an example manuscript.

Authorship



mailto:%20journals@aalas.org
https://www.aalas.org/media/3d9ce6ba-9d2f-4814-bbb3-7aa36f435ca5/oVNdsA/COMM/Journals%20IFA/journal-article-types.doc
https://www.aalas.org/media/3d9ce6ba-9d2f-4814-bbb3-7aa36f435ca5/oVNdsA/COMM/Journals%20IFA/journal-article-types.doc
https://www.nc3rs.org.uk/arrive-guidelines
https://www.aalas.org/media/b827eb21-bc92-493a-9e6f-b718fd360b79/3D7r3g/COMM/Journals%20IFA/manuscript_template.docx
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According to the International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE) four
criteria must be met to be designated as an author. These are:

Substantial contributions to the conception or design of the work; or the
acquisition, analysis, or interpretation of data for the work; and

Drafting the work or revising it critically for important intellectual content; and
Final approval of the version to be published; and

Agreement to be accountable for all aspects of the work in ensuring that
questions related to the accuracy or integrity of any part of the work are
appropriately investigated and resolved.

Additionally, all authors should be able to identify which co-authors are responsible
for other portions of the work. If the contributor is unable to meet all four criteria, they
should be recognized (with their permission) in the acknowledgment section.

For additional information regarding the roles of authors and contributors, please
visitwww.icmje.org.

Title page

Manuscript should be single spaced, with no page or line numbers On the first page
of the manuscript, include the:

Full Title—a concise informative description of the presented work including the

common name of the animals used (add genus and species in parentheses for

nonhuman primates and species whose common name may be unfamiliar to

readers)

« The title should succinctly describe the study that was done or, for overviews,
the topic that was reviewed. To be consistent with journal style, titles must
adhere to the following guidelines:

1. cannot include a subtitle (that is, a phrase followed by a colon and
another phrase)

2. cannot include abbreviations or define abbreviations

3. cannot be a question

4. cannot state the results or conclusions
List of authors—the first name, middle initial (or first initial and middle name), and
last name of each author
Institutional affiliation of each author—the Department (or Program), Institution (or
Company), City, State (or province), and Country (if not USA) at which the
described work was done

e Use superscripted Arabic numerals to indicate respective institutions

e Spell out all locations in full

Corresponding author—the person who readers can contact regarding
information or reagents

Indicate with * in the list of authors and provide that author’s email address
Running title—a descriptive phrase of no more than 72 characters (including
spaces) to be used as a running head on each printed page

Abbreviations and acronyms—a list of all nonstandard acronyms and
abbreviations used throughout the manuscript and their definitions

o Standard Abbreviations file need not be included on the title page
« Do not abbreviate terms used fewer than five times in a manuscript


http://www.icmje.org/
https://www.aalas.org/media/1cbacc17-9764-4806-8aca-7c894f1bae20/IsQxkA/COMM/Journals%20IFA/list-of-standard-abbreviations.doc
https://www.aalas.org/media/1cbacc17-9764-4806-8aca-7c894f1bae20/IsQxkA/COMM/Journals%20IFA/list-of-standard-abbreviations.doc
https://www.aalas.org/media/1cbacc17-9764-4806-8aca-7c894f1bae20/IsQxkA/COMM/Journals IFA/list-of-standard-abbreviations.doc�
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Abstract

Provide a single paragraph (no subheadings) of 300 words or fewer that sequentially
summarizes the background, rationale, methods, results, and conclusions of the
work.

Body

Use coded or nonproprietary language throughout the manuscript. Cite the
proprietary, brand, or vendor name associated with an assay, instrument, machine,
service, or compound only in Materials and Methods.

Please do not include website links within the body of the manuscript. Online
resources should be cited and added to the reference section. For specific details,
refer to previous issues of JAALAS or CM for examples of citation formats.

Define all nonstandard abbreviations and acronyms at first use. Limit the number of
novel abbreviations used. Refer to the list of Standard Abbreviations for
abbreviations that can be used without definition.

The length of and subsections comprising the body of the manuscript will vary
depending on the type of article submitted . The manuscript may include some or all
of the following sections:

Introduction
Provide the rationale and supporting background for the presented work and its
importance and relevance.

Extensive reviews of the existing literature are inappropriate for research reports and
case studies/reports.

Materials and Methods

Describe the animals, husbandry, tests, equipment, procedures, reagents, and
services used in sufficient detail to permit replication of the work, with citation of
published references as consistent with brevity and clarity.

« Clearly define use of the term ‘specific pathogen-free’ by including specific criteria
(for example, tests, organisms surveilled, housing, husbandry conditions) or citing
publications providing that information

e Include statistical methods where relevant and attribute (name of software
program used and name and location of vendor) or reference them appropriately.
In addition, provide the P value used to define statistical significance

Case studies involve multiple occurrences affecting 1 or more animals, with a follow-

up investigation and characterization. The body of a case study contains the

following sections: a brief introduction, a description of the case under the heading
case report, materials and methods, results, and discussion. Methods and results
sections should relate to the follow-up work (that is, the study that was conducted).

Include a statement regarding Institutional Animal Care and Use Committee approval
(or equivalent) for procedures and protocols involving animals.
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Provide assurances regarding humane care and use of animals , citing AALAS
Position Statements and national standards as appropriate to the country in which
the work was performed.

For research involving human subjects, identify the committee that approved the
experiments and include a statement that informed consent was obtained from all
subjects, that measures are in place to protect the identity of all subjects, and that no
coercion was used to solicit subjects.

Provide the vendor's name and location for any sole-source item or service.

Insert callouts (in parentheses) for all Figures and Tables, which are numbered in
order of their mention in the text.

Follow correct nomenclature for laboratory animals, genes, genetic markers,
alleles, mutations, and microbes.

Wherever possible, use International System of Units base and derived units for
numerical data.

Results
Use headings as needed to guide readers.

Accompany statements of differences between groups with appropriate statistics.

Summarize selected data from Figures and Tables in the Results section; do not
merely repeat all information presented in graphics.

Save interpretation of data for the Discussion section.

Discussion
Begin the Discussion with a brief summary of the key findings.

Limit discussion of study findings to those that have been presented in the Results.
Address any limitations of the study and directions for potential future research.

Acknowledgments

Recognize (with their permission) people and institutions whose contributions of
funding, technical assistance, reagents, data collection and analysis, and other
services do not meet the criteria for authorship.

References

Provide complete and accurate bibliographic information for all cited materials. Only
information that is published or is already accepted for publication (that is, “in press”)
can be used as references. We will not accept citations of unpublished information or
materials (for example, personal communications, unpublished data, manuscripts still
undergoing review) in a reference list or parenthetically in the text.


https://www.aalas.org/media/213a759e-d729-4c13-8cc2-fa31332a79ce/DoqULg/COMM/Journals%20IFA/guidelines-and-policies-governing-care-and-use-of-animals-in-research.doc
https://www.aalas.org/media/565f2317-5493-430a-a89d-9addc83c986d/i3CDLg/COMM/Journals%20IFA/online-resources-for-nomenclature.doc
https://www.aalas.org/media/213a759e-d729-4c13-8cc2-fa31332a79ce/DoqULg/COMM/Journals%20IFA/guidelines-and-policies-governing-care-and-use-of-animals-in-research.doc
https://www.aalas.org/media/565f2317-5493-430a-a89d-9addc83c986d/i3CDLg/COMM/Journals%20IFA/online-resources-for-nomenclature.doc
https://www.aalas.org/media/213a759e-d729-4c13-8cc2-fa31332a79ce/DoqULg/COMM/Journals IFA/guidelines-and-policies-governing-care-and-use-of-animals-in-research.doc�
https://www.aalas.org/media/565f2317-5493-430a-a89d-9addc83c986d/i3CDLg/COMM/Journals IFA/online-resources-for-nomenclature.doc�
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Journals published by AALAS follow a modified version of the citation style found in
Scientific Style and Format. Refer to previous issues of JAALAS or CM or

the Example References Word file _for specific types of referenced material.
Organize references numerically in strict ("letter-by-letter") alphabetical order. List
references by the same author(s) chronologically.

Journal style template files are available for EndNote.

o EndNote template file: download from the EndNote website (enter Comparative
Medicine in the box titled Publication Name and click on Find Style)

Figure Legends
Provide complete, concise descriptions of all figures in order of their mention in the
text. Define additional abbreviations or acronyms.

Indicate the original magnification of images by citing the magnification factor in the
legend or by using scale bars within images themselves.

Use of previously published material (in whole or part) must be cited in the legend
and accompanied by a signed Permission for Use form

Appropriate manipulation of digital images must be made explicit in the
accompanying legend.

Supplementary Materials

All articles published in the AALAS journals must be self-contained and presented in
a manner adequate for comprehensive review. Every effort should be made to avoid
the use of supplementary material and to incorporate all relevant material into the
main text.

Article-relevant material that is valuable to the manuscript but difficult or impossible to
include in the typeset manuscript can be made available online as Supplemental
Materials.

o Candidates for inclusion in Supplemental Material are videos or other multimedia
objects and large data sets or tables.

o Supplemental materials may not include text or information that is essential to
either completeness of the article or the validity of the conclusions.

o Supplementary material is subject to the same editorial standards and peer-
review procedures as the print publication

Supplemental material must be submitted concurrently with the article itself.

« The article cover letter should present a justification for the inclusion of
supplementary material.

« All supplementary material must be appropriately called out from the main text
(for example, Figure S1).

« References cited only in supplementary material should be incorporated into the
main reference section with the designation “supplementary” at the end of the
entry.


https://www.aalas.org/media/351b6117-49e1-4146-ac9d-7a34b4143dae/GYvtLg/COMM/Journals%20IFA/example-references-section.doc
http://endnote.com/downloads/styles
https://www.aalas.org/media/459a1a67-540b-4518-bc43-66bcdad4c613/nN7-Lg/COMM/Journals%20IFA/permission-for-use-request.doc
https://www.aalas.org/media/2cf07a6a-4a9c-4cef-b6fb-e4fcbc065bdd/HjmZLg/COMM/Journals%20IFA/image-acquisition-and-manipulation.doc
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Tables

Tables must be generated by using the Table function of Microsoft Word. Tables
generated by using other programs (for example, Microsoft Excel) will be returned to
the authors for reformatting, potentially delaying publication of the article. Please

seeexample

Number tables in order of their mention in the text and provide a brief title describing
the information presented. Footnotes to tables are indicated by using superscript
lowercase letters.

Tables are used to present numerical data and are not wholly narrative. According to

AALAS journal style, narrative information in a tabular format (for example,
descriptions of scoring systems, experimental protocols) is submitted as a figure.

Figure Preparation

Figures are submitted electronically, separately from the manuscript. Do not embed
any images within the manuscript file. Also, all submitted micrographs must be in
color; black and white micrographs will not be accepted for publication.

File formats accepted are TIFF (preferred), EPS, high-resolution JPG, and high-
quality PDF (no image compression). PowerPoint slides, Excel graphs, and images
embedded in Word are not acceptable.

Minimal resolution: 600 dpi for line art (for example, graphs in black and white); 300
dpi for color (save as CMYK; not RGB or indexed) or grayscale images (save black
and white images as grayscale); 1200 dpi for scanned line art (save as TIFF). Photos
taken with a digital camera must have a resolution of at least 4 megapixels.

Create figures with a width of 89 mm (single column) or 187 mm (double column); do
not enlarge created figure to meet these dimensions.

Designate panels of figures by using uppercase letters (no periods) in the upper left
corner of the image; keep size of lettering and other labels (at least 3 mm in height as
submitted) consistent between panels of a figure and between figures. Embed fonts
within digital images.

Indicate the magnification factor of an image by including an appropriate size bar in
its lower right corner.

Minimize the use of color in charts, graphs, and drawings to that necessary for clarity
of communication and ease of understanding. Use solid fill or percentage screens
(not pattern or textured fills) and a minimum line weight of 0.5 pt throughout.

Below are items to consider when generating figures for publication purposes:

e 2 column figures need to be created with a width of 187 mm and a minimum
resolution of 300 DPI. Single column figures need to be created with a width of 89
mm and a minimum resolution of 300 DPI.

e Photos taken with a digital camera must have a resolution of at least 4
megapixels.
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Export files from PowerPoint as a PDF only.

Export files from SigmaPlot as a PDF only.

Export files from GraphPad Prism as PDF only.

Export files from Excel as PDF only.

Save figures created in Word as PDFs.

Figures need to be originally sized with the correct resolution. Figures cannot be

resized or resolution increased after they have been created. This causes

pixilation/resampling which will result in lower quality image.

« Do not paste images into Word/PowerPoint/Excel. Send the original source file.

« Word files are not acceptable formats for figures. Please provide the figures as
individual files (Figure 1, Figure 2) in TIFF, JPEG, or PDF format.

« Remove background lines and titles from all graphs/

Additional information regarding generating and formatting figures is available by

emailing Brenda Johnson.

Manuscript Submission

Letters to the Editor are submitted by email (journals@aalas.org; please specify
whether the letter is intended for publication in CM or JAALAS in the subject line) or
through the USPS (Letter to the Editor, CM or JAALAS; AALAS; 9190 Crestwyn Hills
Drive, Memphis, TN, 38125).

Research Reports, Case Reports, Case Studies, and Overviews are submitted
electronically through the Manuscript Central system. To avoid publication delays,
ensure that all portions of the manuscript conform to the specifications in the
Information for Authors.

To submit a manuscript for possible publication, you need

e A Microsoft Word file of the manuscript itself. Do not add line numbers to the file.

« All associated image files.

e Alist of MeSH terms (maximum, 7) for use as key words appropriate for indexing
of the article.

« Names, institutional affiliations, and email addresses (maximum, 4) of suggested
persons to include or exclude as potential reviewers.

Submit all necessary files for CM manuscripts

athttp://mc.manuscriptcentral.com/aalas-cm. Submit files for JAALAS manuscripts

athttp://mc.manuscriptcentral.com/aalas-jaalas.

As part of the submission process, return signed copies of the Copyright Transfer

and Declaration of Potential Competing Interests form by email

(journals@aalas.org) or fax (901-334-5152).

The corresponding author must retain editable electronic copies of all text and

illustrations used in the submitted manuscript.

Copyright and Competing Interests

The publisher of an original manuscript is generally recognized as the owner of the
published material. Consistent with this convention, AALAS requires copyright
ownership of all materials published in its journals. Authors must sign and return a
copyright release form at the time of submission. Authors are responsible for
obtaining the necessary permissions to reproduce previously published figures,
tables, or sections of text.
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In the interest of transparency, the AALAS journals have adopted a competing

interests policy. A detailed copy of the policy can be found here . Authors are
asked to disclose any competing interest related to a manuscript at the time of
submission by completing and signing the Declaration of Competing Interests form

and the copyright transfer form found here and faxing it in to the editorial office
(901-334-5152).

Reviewers are requested to recuse themselves in cases where a significant conflict
of interest, financial or otherwise, exists. However, financial interests do not
necessarily disqualify a reviewer from evaluating a paper. Reviewers are asked to
inform the editor of any interest which might be perceived as relevant. Editors will
then consider these statements when weighing reviewers’ recommendations.
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